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Resumo 
As epidemias alimentares de origem bacteriana são uma problemática global, com 
graves consequências a nível social, ambiental e económico. Desta forma, a exploração 
de novas tecnologias de extração de compostos bioativos torna-se essencial para o 
desenvolvimento de novos conservantes alimentares. O presente trabalho apresenta 
um conjunto de avaliações da capacidade antimicrobiana e antioxidantes de infusões 
preparadas a partir de subprodutos industriais de couve-flor, por extração de compostos 
bioativos através de altas pressões hidrostáticas - 200, 300, 400 e 500 MPa - durante 5 
minutos. Os efeitos das infusões preparadas foram testados frente a um dos 
microrganismos com maior impacto no desenvolvimento de intoxicações alimentares a 
nível mundial, Salmonella enterica serovar Thyphimurium, a temperaturas de incubação 
distintas: 10 ºC e 37 ºC.  As curvas de crescimento/inativação do patogénico e os 
respetivos ajustes matemáticos apontam para a existência de uma correlação positiva 
entre a pressão de extração e o poder bactericida das amostras testadas. Tratamentos 
de 400 e 500 MPa (5 min) revelam um conteúdo de polifenóis extraídos mais elevado 
que tratamentos de 200 e 300 MPa (5min) com efeito semelhante de dano e morte em 
células de S. Typhimurium, tanto a 10 ºC como a 37 ºC. No entanto, não foram 
observadas diferenças na capacidade antioxidante das amostras preparadas pelos 
diversos tratamentos. Assim, infusões de subprodutos de couve-flor obtidas por 
tratamentos HPP poderão vir a ser usados como técnica suplementar para controlar o 
crescimento de patogénicos durante a produção e/ou armazenamento de produtos 
alimentares de origem vegetal.  
 
Palavras-chave: Segurança Alimentar, S. Thyphimurium, Subprodutos Agroindustriais, 
Altas Pressões Hidrostáticas, Polifenóis. 
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Abstract 
The management of organic residues (by-products) that results from processing fruits 
and vegetables by food and beverage industries is a big issue, with serious social, 
environmental and economic consequences that concerns populations at a global level. 
At the same time, bacterial food epidemics still take a strong presence in modern society. 
Therefore, the development of new technologies to extract bioactive compounds 
becomes crucial to create more effective food preservatives. The aim of the following 
thesis is to present an evaluation of the antioxidant and antimicrobial power by bioactive 
molecules extracted from cauliflower by-products infusion prepared trough high 
hydrostatic pressures – 200, 300, 400 and 500 MPa – for 5 minutes. The pathogenic 
growth/inactivation curves and respective mathematic adjustments show a positive 
correlation between the pressure applied and the bactericidal power of the tested 
samples. Treatments of 400 and 500 MPa (5 minutes) revealed higher polyphenolic 
content than 200 and 300 MPa (5 minutes), with a similar effect of damage and death on 
S. Typhimurium bacteria, at 10 ºC and 37 ºC. However, no differences were found on 
the antioxidant capacity of the different samples prepared by the same method. Thereby, 
infusions of cauliflower by-products obtained through High Hydrostatic Pressure can be 
used as a supplementary technique to control food pathogenic growth during the 
production and/or storage of food and beverage items. 
 
Key-words: Food Safety, S. Thyphimurium, Food by-products, High Hydrostatic 
Pressure, Polyphenols 
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Introdução 
 
A sociedade moderna desenvolve-se a um ritmo sem precedentes, pelo que os problemas 
relacionados com a sua alimentação são um facto que preocupa não só os Governos 
mundiais mas também toda a indústria agroalimentar que a suporta. O desenvolvimento 
Industrial envolvente enfrenta novas exigências por parte dos consumidores cujas respostas 
se querem rápidas e sustentáveis, com o menor custo de produção e rentabilidade máxima. 
O crescimento exponencial do número de habitantes no nosso planeta despoletou o 
desenvolvimento de novos métodos de produção de bens alimentares nas últimas décadas 
que procuram sustentar as necessidades alimentares em larga escala. No entanto a 
tecnologia de produção em larga escala levou à sobrexploração dos recursos naturais, com 
consequências devastadoras para o meio ambiente e para os seres vivos que neles habitam, 
o que por sua vez afeta a forma como os alimentos chegam às mãos dos indivíduos. 
Problemas como erosão dos solos, poluição ambiental e perda de biodiversidade levam à 
destruição de fauna e flora essenciais para o equilíbrio dos ecossistemas (Munesue et al. 
2015). 
Nas últimas décadas os indivíduos têm vindo a tomar consciência do seu papel ativo nestas 
alterações de paradigmas envolventes ao seu meio e as suas preocupações passam 
atualmente não só pelo impacto que as suas escolhas alimentares possam causar a nível 
ecológico mas também numa construção saudável da sua dieta diária rigorosamente 
pautada por parâmeros específicos na qualidade e segurança dos produtos consumidos 
(Vittersø et al. 2015). 
Mas os consumidores não são os únicos agentes preocupados com a evolução das 
dinâmicas dos mercados de bens alimentares. A indústria agroalimentar enfrenta desafios 
múltiplos devido à diminuição na disponibilidade de matérias-primas essenciais para a 
produção dos alimentos que são consumidos a nível global, ao mesmo tempo que pressões 
internas e externas – como por exemplo custos de produção acrescidos ou políticas 
internacionais de proteção ambiental compelem as empresas para reduzir a produção de 
desperdícios e investir em alternativas na reutilização dos materiais normalmente 
descartados e sem valor evidente (EU 2008, Lin et al. 2013). 
A inclusão em dietas para animais, compostagem e incineração fazem parte do conjunto de 
soluções para reaproveitamento de subprodutos mais usadas até há pouco tempo. No 
entanto estas apresentam diversas falhas tecnológicas com impactos económicos, sociais 
e ambientais. Torna-se então urgente investir em novas técnicas que deem resposta ao 
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problema da escassez de matéria-prima crescente e ao mesmo tempo consigam ajudar na 
gestão dos respetivos subprodutos (Laufenberg et al. 2003). 
Os subprodutos gerados a partir do processamento de hortofrutícolas são normalmente 
partes não comestíveis de frutas e legumes que apesar de não serem tolerados pelo sistema 
digestivo humano contêm na sua matriz vegetal múltiplas moléculas bioativas com 
propriedades protetoras como antioxidantes e antimicrobianos que ao serem extraídos 
podem ser incorporados como ingredientes inovadores, naturais, saudáveis e 
multifuncionais (Schieber et al. 2001) .  
Os vegetais da família das Brassicas, como por exemplo a couve-flor, são largamente 
conhecidos pelas suas propriedades benéficas para a saúde humana. Glicosinolatos, 
flavonóides, antocianinas e ácidos hidroxâmicos fazem parte da lista de compostos bioativos 
que marcam forte presença nos talos e folhas e que podem ser extraídos igualmente das 
partes comestíveis e não comestíveis destas plantas (Cartea et al. 2011). 
Novas técnicas de extração em larga escala têm vindo a ser desenvolvidas por várias 
indústrias, principalmente ao nível da indústria agroalimentar, no sentido de melhorar a 
eficácia e sustentabilidade na produção e conservação dos produtos. Neste caso o uso de 
altas pressões hidrostáticas pode ser usado para retirar compostos de baixo peso molecular 
das matrizes celulares vegetais derivados de subprodutos de couve-flor com funções 
antioxidantes e antimicrobianas para posteriormente serem aplicados em conservantes para 
alimentos, aumentando assim o seu tempo de prateleira (Huang et al. 2013, Huang et al. 
2014). 
Um dos microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos mais importante é a 
Salmonella enterica serovar Typhimurium, uma bactéria oportunista com especial 
propensão em desenvolver-se em alimentos cujo armazenamento apresenta falhas ao nível 
da higiene e segurança alimentar, causando frequentemente graves surtos de intoxicações 
alimentar por todo o mundo (Bell et al. 2008).   
Deste modo torna-se imperativo estudar a cinética de crescimento/inativação deste 
microrganismo quando exposto a compostos extraídos de subprodutos vegetais através de 
técnicas de extração alternativas, como o HPP, que permitem transformar em novas 
matérias-primas os subprodutos industriais de hortofrutícolas.  
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Estado de Arte 
 
Subprodutos na Indústria Agroalimentar 
A sociedade moderna vive um período de grandes desafios ao nível da gestão dos seus 
recursos. A Indústria agroalimentar produz grandes quantidades de subprodutos, tanto 
sólidos como líquidos, resultantes da produção, preparação e consumo dos alimentos. Mas 
num planeta superpovoado que enfrenta problemas graves de destruição ambiental, a 
procura por soluções alternativas para obtenção de energia e ingredientes torna-se 
fundamental para a sustentabilidade do consumo alimentar à escala global. 
De acordo com a literatura existem três tipos de definições para o Desperdício Alimentar 
(DA). A Food and Agriculture Organization (FAO) define DA como o material total comestível 
e saudável destinado ao consumo humano, com origem em qualquer fase da Cadeia de 
Abastecimento de Alimentos que acaba por ser descartado, perdido, degradado ou 
consumido por pragas (FAO. et al. 2009). Em 2010 (Martindale 2010) foi adicionado à 
definição da FAO os alimentos utilizados intencionalmente em rações para animais, assim 
como os subprodutos com origem no processamento alimentar que são desviados da cadeia 
alimentar humana.  
De forma a estabelecer uma ideia mais completa e multidisciplinar sobre a criação, 
manuseamento e oportunidades de revalorização, o DA pode ser classificado de acordo com 
a sua origem, a fase de produção ou propriedades intrínsecas. De forma geral existem dois 
tipos de resíduos: vegetais (cereais, raízes, tubérculos, leguminosas, frutas e vegetais) ou 
animais (carnes, peixes, marisco ou produtos lácteos). Podemos encontrar DA em qualquer 
tipo de desperdícios gerados por sistemas que lidam com produtos alimentares de origem 
industrial, agricultura, sanitária ou nos resíduos sólidos urbanos (Lin et al. 2013). Este pode 
ser evitável, como por exemplo produtos que poderiam ter sido consumidos antes do final 
da data de validade, ou inevitável resultante do processamento industrial de hortofrutícolas 
(Thi et al. 2015). 
Já numa perspetiva mais abrangente, o DA pode representar a perda de partes comestíveis 
na Cadeia de Abastecimento de Alimentos humana (CAA) que pode decorrer em qualquer 
fase da mesma: produção agrícola, manuseamento pós-colheita e armazenamento, 
processamento, distribuição e consumo (Parfitt et al. 2010). A Figura 1 ilustra as fases da 
CAA que podem dar origem a desperdícios e perdas alimentares e na Figura 2 estão 
representados as percentagens relativas dos desperdícios gerados (neste caso são 
resíduos hortofrutícolas) ao longo da CAA ao nível global.   
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Figura 1 - Etapas da Cadeia de Abastecimento Humana que podem gerar desperdício alimentar. Adaptado de 
(Laufenberg et al. 2003) 
 
 
 
 
Figura 2 - Distribuição do desperdício alimentar de hortofrutícolas gerado globalmente e ao longo da CAA. Adaptado de 
(FAO. et al. 2009) 
 
Os desperdícios gerados durante as últimas fases desta cadeia estão sobretudo 
relacionados com erros humanos na gestão de produção de bens alimentares e são portanto 
maioritariamente evitáveis. Já os desperdícios associados ao processamento industrial 
estão sobretudo ligados à natureza da matéria-prima usada para o produto em questão 
sendo que as partes não comestíveis acabam por ser descartadas e classificadas como 
resíduos sem valor (Forum 2010).   
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Volume de produção 
 
Cerca de 1,3 milhões de toneladas de alimentos são perdidos todos os anos, o que 
representa 1/3 do dos bens alimentares gerados globalmente (Lin et al. 2013). Estima-se 
que cada país desenvolvido produz em média 107 kg de resíduos per capita por ano, sendo 
que para países em desenvolvimento este valor é bastante inferior. A título de exemplo, o 
DA médio na Europa e na América do Norte são 95-115 kg/ano enquanto na África e Sul 
Asiático são 6-11kg (Gustavsson et al. 2011).  
Tal como pode ser observado na Figura 3 estes valores demonstram uma grande diferença 
na produção de DA associada aos padrões de vida da população em análise, sendo que 
países desenvolvidos oferecem uma qualidade de vida mais elevada, que por sua vez está 
associada a elevados padrões de qualidade e segurança dos produtos alimentares. Assim, 
os sistemas económicos e industriais destes países acabam por gerar mais desperdícios de 
forma a irem de encontro às exigências dos seus consumidores, descartando, por exemplo, 
toneladas de frutas e legumes que não cumprem os requisitos estéticos mínimos de 
consumo (Thi et al. 2015).  
Já ao nível da União Europeia a produção de resíduos derivados do setor secundário 
apresenta valores na ordem das 89 mil toneladas por ano, de acordo com os últimos dados 
recolhidos. Dos países com maior DA industrial encontram-se a Polónia, Holanda e Itália 
cujos valores de resíduos produzidos foram na ordem das 6 milhões de toneladas em 2006, 
tal como pode ser observado através do gráfico da Figura 4. 
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Figura 3 - Distribuição dos desperdícios alimentares (FW – Food Waste) gerados por diferentes países desenvolvidos e 
em desenvolvimento. Retirado de (Thi et al. 2015) 
 
FIGURA 4 - Distribuição dos desperdícios gerados na União europeia em 2006 pelos 27 países-membros. Adaptado 
de(FAO. et al. 2009) 
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Desafios multi-tecnológicos 
 
Apesar dos esforços crescentes dos Governos no sentido de reduzir os desperdícios nas 
diversas fases da CAA, haverá sempre indústrias cuja produção de resíduos é inevitável, 
principalmente indústrias que trabalham com produtos hortofrutícolas.  
A indústria das bebidas é um dos exemplos máximos de produção de resíduos derivados do 
processamento de vegetais e frutas – 5 a 9 mil toneladas/ano e 3 a 4,2 mil toneladas/ano de 
uvas e maças, respetivamente) (Lin et al. 2013). Deste modo é importante considerar vias 
alternativas que vão de encontro às necessidades ambientais, económicas e sociais das 
indústrias e consumidores (ver Figura 5).  
 
 
Figura 5 - Exigências das indústrias e consumidores face ao desenvolvimento de novos produtos alimentares. 
Adaptado de (Lin et al. 2013) 
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Estas exigências estão concentradas sobretudo no desenvolvimento de tecnologias 
vantajosas, otimização dos processos para a redução de desperdícios, otimização no uso 
dos recursos e melhoria na eficácia de produção. Deste modo os desperdícios gerados pelas 
indústrias podem ter 3 tratamentos diferentes: redução na fonte via modificações na 
maquinaria, recuperação/reciclagem ou tratamento por desintoxicação, neutralização ou 
destruição dos componentes indesejáveis. As duas primeiras opções são as que 
apresentam as estratégias de tratamento de resíduos mais atrativas e promissoras, 
principalmente no que diz respeito aos problemas ambientais.  
O desenvolvimento e incorporação de ingredientes obtidos por extração de compostos 
bioativos presentes em subprodutos alimentares segue uma estratégia modular, subdividida 
em várias etapas: caracterização, definição dos objetivos, produção, desenvolvimento de 
design, aplicação e otimização (ver Figuras 6 e 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Estratégia de desenvolvimento e incorporação de ingredientes com origem em subprodutos da indústria 
agroalmentar . Adaptado de (Lin et al. 2013) 
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Figura 7 - Conversão de matérias residuais em ingredientes multifuncionais e vice-versa. Adaptado de (Laufenberg et 
al. 2003) 
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Objetivos a médio prazo – Aumento da responsabilidade ambiental das empresas associado 
a vantagens competitivas 
 Desenvolvimento e aplicação de processos de produção novos e eficazes 
 Revalorização dos subprodutos 
Objetivos a longo prazo – Alimentos inovadores que exploram novos nichos de mercado 
 Implementação gradual de manufatura que beneficia o meio ambiente 
 Desenvolvimento de produtos funcionais 
 
Medidas Legislativas 
 
O aumento da produção de bens alimentares de forma exponencial por parte da 
indústria agroalimentar acaba por gerar um volume de resíduos também exponencial, 
dos quais resultam os problemas ambientais, sociais e económicos acima citados. Com 
vista a reduzir esta tendência marcada, a União Europeia desenvolveu um conjunto de 
medidas jurídicas que têm como objetivo a monotorização de todo o ciclo de vida dos 
resíduos, desde o momento inicial em que este é gerado até ao seu processamento 
final, quer seja ele a eliminação, ou numa perspetiva mais sustentável, a sua reciclagem 
com posterior revalorização. Existe um conjunto de restrições impostas aos países dos 
Estados Membros com via a regularizar a quantidade e qualidade dos resíduos gerados 
a nível industrial, conjunto este que tem por base a Diretiva 2008/98/CE do Parlamento 
Europeu e do Conselho de 19 de novembro de 2008 sobre a gestão de resíduos 
produzidos ao nível Europeu. Princípios como a prevenção da produção de resíduos, 
responsabilidade do produtor, estratégia do contaminador-pagador, precaução dos 
potenciais problemas emergentes e tratamento próximo da fonte regem as respetivas 
políticas nacionais presentes nos planos de gestão de resíduos de cada um dos países 
pertencentes à União Europeia (Demirbas 2009).  
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Resíduos da Indústria Hortofrutícola 
 
Os resíduos hortofrutícolas incluem grãos, frutas e vegetais colhidos como matéria-prima, 
assim como os respetivos subprodutos processados como cascas, fios, palhas, peles, 
polpas, pedras, óleos vegetais ou químicos derivados de gorduras vegetais. Os métodos 
que mais produzem este tipo de resíduos incluem produção não especializada, 
embalamento, enlatamento, operações de congelamento, fritura e secagem resíduos (Lin et 
al. 2013). Estes fragmentos são compostos por hidratos de carbono, lípidos, ácidos minerais, 
compostos inorgânicos (i.e. sílica), fibras alimentares e fitoquímicos como compostos 
fenólicos, carotenóides e tocoferóis.  
Comparativamente aos outros tipos de subprodutos gerados no processamento alimentar, 
os resíduos vegetais produzidos por este setor são gerados de forma mais concentrada e 
de difícil tratamento devido a vários problemas bioquímicos associados: biodegradabilidade 
e diminuição de oxigénio disponível, variação do pH e composição química por alterações 
no processamento dos alimentos, alta suscetibilidade a contaminações por microrganismos 
de origem bacteriana e taxas crescentes de acumulação por gestão insuficiente dos 
resíduos (Laufenberg et al. 2003). 
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Revalorização dos subprodutos 
Práticas tradicionais de gestão de subprodutos  
 
Até há pouco tempo, os resíduos gerados pela indústria dos hortofrutícolas podiam ter 
quatro destinos diferentes: depósito em lixeiras, incineração, compostagem ou inclusão em 
alimentação animal. Associados ao primeiro existem vários problemas legislativos que, tal 
como foi referido em cima, impedem a sua prática num contexto global de redução de 
desperdícios alimentares. Além do mais, este tipo de “solução” acarreta perigos severos 
para o meio ambiente uma vez que expostos ao lixo em decomposição, os recursos naturais 
envolventes como solos, ar envolvente, recursos aquíferos, etc. acabam por ser 
contaminados com os microrganismos associados à decomposição natural das matrizes 
vegetais. Para além do perigo ambiental existe paralelamente um perigo eminente para a 
saúde humana já que a maioria das lixeiras são mal isoladas e portanto os patogénicos que 
aí se desenvolvem podem ser transmitidos aos indivíduos através de contacto mínimo com 
estes desperdícios. Já para não falar dos problemas de odor resultantes da decomposição 
da matéria orgânica inerente que afetam o meio envolvente onde estas lixeiras se situam. 
Este é um problema particularmente forte nos países em desenvolvimento, onde faltam 
estruturas adequadas para tratamento de resíduos deste género (Laufenberg et al. 2003). 
 
Incineração 
 
A incineração de compostos de origem orgânica para produção de energia era também um 
método de tratamento de resíduos vegetais utilizado até há poucas décadas. No entanto 
este processo acaba por não ser eficaz a longo prazo uma vez que os resíduos provenientes 
de Indústrias que processam produtos hortofrutícolas têm uma percentagem demasiado 
grande de água fazendo destes resíduos matéria com pouca capacidade calorífica (o 
processo para evaporar a água presente acaba por ser um desperdício energético sem 
retorno aplicável) (Laufenberg et al. 2003, Lin et al. 2013). 
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Compostagem 
 
A compostagem é um método utilizado por algumas empresas para reaproveitamento da 
matéria orgânica presente em desperdícios vegetais numa perspetiva mais ecológica e 
amiga do ambiente. A sua principal vantagem é a redução da necessidade de fertilização 
química artificial por parte de companhias agrícolas que usam os produtos derivados da 
compostagem. No entanto, acaba por ser uma tecnologia limitativa no sentido em que a 
matéria em decomposição tem de ser altamente monitorizada de modo a controlar as suas 
propriedades físico-químicas e microbiológicas. 
 
Alimentação Animal 
 
A incorporação de desperdícios de origem vegetal em dietas de animais é também outra 
técnica de reutilização destes compostos. Apesar das aparentes vantagens económicas 
deste meio de reciclagem de matéria, já que os produtores de animais acabam por diminuir 
os gastos associados à utilização de rações artificiais, existem ainda demasiadas barreiras 
legislativas no que toca ao controlo rigoroso da qualidade destes resíduos em animais 
criados para o posterior consumo humano. Por sua vez, a introdução em dietas animais 
formuladas a partir da incorporação destes compostos orgânicos acaba por ser limitativa no 
sentido em que a sua composição pode apresentar demasiada heterogeneidade bioquímica 
ao nível da sua composição (lípidos, hidratos de carbono, proteínas, etc.) para poder ser 
tolerada pelos animais que as consomem. Por exemplo, estudos conduzidos em resíduos 
de azeitona (Clemente, 1997), maçã (Dhillon et al. 2013) citrinos, (Akbarian et al. 2013) e 
couveflor (Gasa et al. 1989) mostram que estes são dificilmente digeridos por animais. 
Limitações 
 
Apesar de já serem usados há muitas décadas, os métodos acima descritos apresentam 
várias desvantagens na sua utilização tanto em pequena como em larga escala. Em primeiro 
lugar todos os resíduos produzidos por determinada Indústria têm que ser transportados 
desde o local onde são produzidos até ao local onde vão ser tratados/ utilizados. Este facto 
acarreta custos económicos elevados por parte das empresas que têm de assegurar o seu 
correto manuseamento e transporte. Segundo, a falta de apoio legislativo na implementação 
de práticas com menor impacto ambiental leva as Indústrias a optarem pelos métodos 
tradicionais e mais baratos de gestão residual. Terceiro, apesar da investigação 
desenvolvida em escala laboratorial no sentido de otimizar novos tipos de processamento 
dos desperdícios vegetais, ainda faltam conhecimentos técnicos e científicos de modo a 
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eliminar as barreiras da implementação dos mesmos em larga escala. Finalmente, por 
muitos esforços que os Governos e as empresas agroalimentares façam no sentido de 
reutilizar os seus desperdícios vegetais, apenas com aceitação por parte dos consumidores 
na utilização destes compostos é que os novos métodos de reaproveitamento por extração 
de micronutrientes bioativos a partir da matéria orgânica industrial desperdiçada poderão 
ser eficazmente aplicados nos sistemas globais (Laufenberg et al. 2003, Lin et al. 2013). 
 
Novas técnicas de gestão de subprodutos 
 
Conforme referido anteriormente, o conceito de produção sustentável exige o 
desenvolvimento de novas técnicas de reaproveitamento dos desperdícios materiais 
gerados a nível Industrial. Neste caso, os resíduos de caráter orgânico oriundos de 
processamentos diversos de frutas e hortícolas podem ser incorporados no processo de 
fabricos de novos produtos especializados, de consumo humano ou comerciais, tais como 
(Laufenberg et al. 2003): 
 fibras alimentares para produção de aromas, colorantes, antioxidantes ou 
antimicrobianos 
 pectinas e agentes gelificantes para aplicação em padaria ou bebidas 
 bioaromas produzidos por bioconversão  
 bioadsorventes autodegradáveis 
 membranas de adsorção e filtragem de águas contaminadas 
 
As Tabelas 1 e 2 apresentam um resumo dos principais compostos atualmente extraídos de 
resíduos de frutas e vegetais com suas respetivas aplicações.  
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Tabela 1 -Principais compostos bioativos extraídos de subprodutos de frutas e respetivas aplicações. Adaptado de  
(Laufenberg et al. 2003) 
Resíduos de Frutas Compostos bioativos Aplicações 
Referências 
Bibliográficas 
Maçã 
- Pectinas, aldeídos 
voláteis, etanóis – 
polifenóis (peles): 
catequinas, 
hidroxicinamatos, 
floretinas glicosideos, 
quercetinas 
glicosideos e 
procianidinas 
Agentes antioxidantes, 
propriedades 
antimicrobianas em 
dentífricos, agentes 
gelificantes, aromas de 
maça, dieta animal 
(Joshi et al. 1996) 
(Carson et al. 1994) 
(Almosnino et al. 1991) 
(Lu et al. 1997, 
Monteiro et al. 1998) 
(Foo et al. 1999, Lu et 
al. 2000) (Lommen et 
al. 2000) (Yanagida et 
al. 2000, Schieber et al. 
2001)  (Christen, 
Bramorski, Revah, & 
Soccol, 2000) 
(Stredansky et al. 
2000), (Gasa et al. 
1989) 
Pêssego 
Persipanos (sementes), 
proteínas, amigdalinas, 
pectinas 
Substitutos de 
massapão, óleos de 
amêndoa amarga, 
potenciadores 
proteicos, agentes 
gelificantes, agentes 
farmacêuticos 
(inibidores de 
crescimento) 
(Tuncel et al. 1995, 
Tuncel et al. 1998) 
(Gandhi et al. 1997) 
(Pagan et al. 1999, 
Pagan et al. 1999, 
Pagan et al. 2001) 
(Torre et al. 1995) 
Cítricos 
- pectina, D-limoneno, 
etanol, limonóides 
- flavonoides (peles e 
sementes): 
hesperidinas, 
narirutinas, naringinas 
e eriocitrinas 
Agentes antioxidantes, 
agentes espessantes 
em bebidas, agentes 
estabilizadores e 
gelificantes, biodiesel, 
substratos para 
bioconversão, aromas 
cítricos, fungicidas em 
plantações de citrinos, 
dieta animal 
(Braddock 1995, 
Sreenath et al. 1995) 
(Grohmann et al. 1994) 
(Ozaki et al. 1999) (Coll 
et al. 1998) (Bocco et 
al. 1998, Manthey et al. 
2001), (Chkhikvishvili et 
al. 1995) (Attri et al. 
1996), (Akbarian et al. 
2013),  
Manga 
- Pectinas, etanol, 
fosfolípidos, 
monoterpenos 
- Compostos fenólicos: 
ácido gálico e elágico, 
Estabilizadores de 
biscoitos, agentes 
antioxidantes, 
espessantes e 
antimicrobianos 
(Arogba, 1999) 
(Larrauri et al. 1996, 
Larrauri et al. 1997, 
Puravankara et al. 
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galhetanos e 
galhotaninos 
2000) (John et al. 
1999) 
Ananás 
sacarose, amido, 
hemicelulose, etanol, 
bromelaína (enzimas 
proteolíticas) 
biodiesel, substratos 
para bioconversão, 
agentes 
antimicrobianos 
(Wrolstad et al. , Tran 
et al. 1995, Wen et al. 
1999, Nigam 2000) 
Banana 
Amidos, proteínas, 
etanol, α-amilase, 
hemicelulases, 
celulases 
- Antocianinas: 
delfinidinas, cianidinas, 
pelargonidinas, 
peonidinas, 
petunidinas e 
malvidinas 
- Carotenoides:  
xantofilas esterificadas 
com miristato, laurato, 
palmitato ou caprato 
Removedor de 
manchas em 
tratamento de águas, 
agentes antioxidante, 
colorantes, 
suplementos 
nutricionais 
(Namasivayam et al. 
1992, Krishna et al. 
1996, Subagio et al. 
1996, Krishna 1999, 
Medeiros et al. 2000, 
Pazmino-Duran et al. 
2001, Souza et al. 
2012) 
Guava 
Pectinas metoxiladas, 
ácidos gordos (óleo de 
sementes), fibras 
solúveis e insolúveis 
Agentes antioxidantes 
e antimicrobianos 
(Jimenez-Escrig et al. 
2001) 
Papaia 
Pectinas, ácidos 
gordos polinsaturados, 
proteínas e fibras 
Suavizante de carnes, 
agentes estabilizantes 
e aromas naturais 
(Koubala et al. 2014) 
Maracujá 
Pectinas, ácido 
linoleico 
Agentes gelificantes e 
espessantes 
(Chau et al. 2004) 
Kiwi 
Fibras alimentares, 
ácidos fenólicos, 
monómeros de 
flavenóis, dímeros e 
oligaros e glicosídeos 
flavonóides 
Agentes antioxidantes, 
agentes espessantes e 
gelificantes, 
suplementos 
nutricionais 
(Martincabrejas et al. 
1995, Sun-Waterhouse 
et al. 2009) 
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Tabela 2 - Principais compostos bioativos extraídos de subprodutos de verduras e respetivas aplicações. Adaptado de 
(Laufenberg et al. 2003) 
Verdura Compostos Bioativos Aplicações 
Referências 
Bibliográficas 
Tomate 
- Proteínas, ácido 
linoleico, vitamina B12 
- Carotenoides: 
licopenos e β-
carotenos 
Agentes antioxidantes, 
suplementos 
nutricionais, corantes 
alimentares, rações 
para animais 
(Carvalheiro et al. 
1994, Knoblich et al. 
2005, Del Valle et al. 
2006, Altan et al. 2008) 
Cenoura 
- pectinas, ácido 
urónico, açúcares 
neutrais 
- Carotenoides: α-
carotenos e β-
carotenos 
Estabilizante de 
conservas, bebidas 
energéticas, colorante 
alimentar, suplemento 
nutricional 
(Yoon et al. 2005, 
Chantaro et al. 2008, 
Upadhyay et al. 2010, 
Koubala et al. 2014) 
Cebola 
Glicosídeos de 
quercitina, flavonoides, 
fructanos e fruto-
oligossacarideos 
Agente antioxidante, 
produção de energia, 
agente aromático 
(Odozi et al. 1985, 
Hertog et al. 1992, 
Jaime et al. 2001) 
Batata 
Ácido fenólico, ácido 
gálico e ácido caféico  
Agentes antioxidantes 
e antimicrobianos 
(Yalcin et al. 2011) 
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Tendências do Consumidor 
 
As novas técnicas de revalorização dos subprodutos apenas conseguirão atingir o seu 
potencial benéfico por excelência se o próprio consumidor aceitar a incorporação desta nova 
tecnologia no seu dia-a-dia. A teoria de gestão de transição assim como outras teorias de 
modernização ecológica defendem que os problemas ambientais não podem ser 
solucionados apenas com medidas ao acaso. O combate às falhas de implementação de 
sistemas ambientais sustentáveis requer uma reestrutura na própria matriz social, com a 
transição de valores de cada indivíduo resultantes de uma coevolução dos 
desenvolvimentos económicos, culturais, tecnológicos, ecológicos e institucionais, a todas 
as escalas possíveis (Rotmans et al. 2009). As dinâmicas destas transições consistem num 
intercâmbio de mudanças a múltiplos níveis, incluindo a própria mentalidade de cada pessoa 
e/ou sociedade (Grin 2012). Deste modo é importante compreender as principais tendências 
atuais e futuras dos consumidores para que a adaptação destes às novas tecnologias mais 
sustentáveis seja o mais eficaz possível. 
A perceção que cada indivíduo tem sobre a qualidade e segurança alimentar dos produtos 
que consome é uma forte problemática para o sector agroalimentar, fazendo com que 
empresas de todo o mundo invistam milhões de euros todos os dias em novas formulações 
para os ingredientes dos respetivos produtos. À medida que a população humana vai 
aumentando, crescem também os problemas relacionados com a produção em massa de 
comida e bebida levando os consumidores a tentar procurar escolhas alimentares 
alternativas. 
Atualmente a população humana ronda os 7.2 milhões de pessoas, número ao qual são 
adicionados todos os dias são 250 mil. Num planeta onde a quantidade de recursos naturais 
que podem ser usados é limitada, o aumento exponencial da população humana tem levado 
a uma sobrecarga na exploração dos sistemas biológicos e sociais que provoca graves 
problemas a nível da degradação ambiental, como poluição dos recursos aquíferos e 
marítimos, erosão e diminuição da fertilidade dos solos, perda de diversidade na flora e 
fauna local, alterações climáticas e subida do nível médio da água dos mares, etc. 
Para tentar solucionar alguns destes problemas, foram desenvolvidas novos processos ao 
nível da produção agricultura e animal de forma a gerar grandes quantidades dos produtos 
desejados ao mínimo preço, tornando a produção em massa no método mais utilizado para 
a obtenção de bens alimentícios. Infelizmente o recurso abusivo a métodos de agricultura 
intensiva desenvolvidos nos anos 40 durante na Revolução Verde teve consequências 
devastadoras para a Biosfera. Sabe-se hoje que técnicas como pesticidas e fertilizantes 
azotados produzidos sinteticamente, projetos de irrigação intensiva, etc. provocam um 
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aumento do stress dos sistemas biológicos e sociais e levam à destruição do meio ambiente 
e dos seres vivos que os rodeiam (Munesue et al. 2015). 
A alimentação dos povos é representada por fatores sociais, culturais, económicos, 
ambientais e nutricionais que se interrelacionam entre si criando um sistema vivo e mutável 
conforme as condições presentes. Na verdade, questões como a perda de biodiversidade, 
a erosão dos solos, o degelo dos polos, etc. estão relacionadas com os padrões de produção, 
distribuição e consumo dos bens alimentares, tornando alimentos de baixo preço económico 
em produtos demasiado caros para o meio ambiente e para a própria saúde de quem os 
consome (Reisch et al. 2013). 
Todos estes efeitos não deixam de passar despercebidos aos consumidores, que através 
dos meios de comunicação social têm acesso à informação desenvolvida por investigadores 
que se ocupam a estudar estas temáticas. 
Assim, os consumidores que há alguns anos atrás dirigiam a sua atenção essencialmente 
para o preço dos alimentos que compravam começam a manifestar novas preocupações 
face a estas questões eminentes. Das novas exigências fazem parte a preocupação dos 
alimentos e bebidas ingeridas sobre a saúde, proteção ambiental, bem-estar animal, suporte 
da economia local e estilo de vida saudável. Todos estes fatores levam a um aumento do 
interesse público em atingir um “consumo sustentável”. Este é um termo recente que procura 
agregar um conjunto de conceitos sobre a redução do stress ambiental ao mesmo tempo 
que procura ir de encontro ás necessidades básicas humanas (Vittersø et al. 2015).  
Alguns críticos defendem que a produção de bens alimentares através de tecnologias 
“amigas do ambiente”, confecionados com ingredientes simples e naturais e comercializados 
nos mercados nacionais e internacionais de forma sustentável possa ser apenas uma 
miragem económica resultante da exploração moderna de um novo nicho de mercado. Mas 
as evidências adquiridas ao longo dos últimos anos tendem a contrariar esta linha de 
pensamento. 
Vários desenvolvimentos no sistema alimentar humano são descritos como fatores que 
podem estar associados a uma mudança de comportamento reflexiva dos consumidores. 
Em primeiro lugar, foi observado nos últimos anos uma diferenciação dos mercados que faz 
com que os retalhistas possam oferecer uma gama cada vez maior de produtos alimentares 
de diferentes qualidades. Os alimentos deixaram de ser simplesmente um meio para 
satisfazer uma necessidade básica chamada fome, mas transformaram-se numa fonte de 
prazer e uma forma de marcar um status social. Em segundo lugar, vários escândalos 
alimentares permanecem ainda na memória de muitos indivíduos, particularmente durante 
os anos 90, com surtos de BSE e salmoneloses, bem como desenvolvimentos controversos 
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em questões ligadas à agricultura, como a expansão da utilização de Organismos 
Geneticamente Modificados ou a crescente preocupação com o bem-estar animal. As 
fraudes de produtos ao longo da cadeia alimentar são também um motive de preocupação 
para as autoridades reguladoras da segurança alimentar, nacionais e internacionais. A 
confiança do consumidor na Agroindústria, autoridades de segurança alimentar e outros 
agentes nos sistemas alimentares convencionais tem sido abalada em muitos países e os 
consumidores preocupam-se em conhecer o processo de fabrico dos alimentos que ingerem. 
Em terceiro lugar, os consumidores preocupam-se cada vez mais em procurar produtos 
alternativos, cujos ingredientes sejam “frescos” e “naturais”, conceitos associados ao 
aumento de saúde, paralelamente a uma procura por redes de produção de bens 
alimentares com cadeias de fornecimento mais curtas e transparentes. Todos estes aspetos 
alteram progressivamente o foco na investigação nos sistemas de produção de alimentos 
para dar um ênfase cada vez maior à forma como os alimentos são consumidos. Tem havido 
um interesse crescente no potencial poder do consumidor enquanto elemento-chave que 
promove mudanças na forma de produção e acondicionamento dos produtos alimentares ao 
longo da CAA de modo a torná-la mais ecológica (Goodman 2003, Vittersø et al. 2011, 
Kirwan et al. 2013, Vittersø et al. 2015).  
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Compostos bioativos em Brassicas 
Os vegetais crucíferos são uma das melhores fontes de antioxidantes e antimicrobianos 
naturais devido ao seu elevado conteúdo em glucosinatos, isotiocianatos, carotenóides, 
tocoferóis e ácido ascórbico. Devido às suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, 
os compostos fenólicos e glucosinatos podem ser usados em produtos alimentares como 
conservantes naturais, preservando as suas características organoléticas e nutricionais por 
um maior período de tempo (Barry-Ryan 2015). 
A família Brassicaceae (=Cruciferae) consiste em 350 géneros e cerca de 3500 espécies, 
incluindo os géneros Camelina, Crambe, Sinapis, Thlaspi e Brassica. O género Brassica é 
um dos mais importantes dentro do grupo Brassicae que inclui culturas como Brassica 
oleracea L., Brassica napus L. e Brassica rapa, algumas das plantas com maior impacto na 
economia e alimentação global, com um mercado particularmente forte na China, Japão, 
Índia e países europeus (ver Tabela 3). Na Tabela 4 estão representadas algumas das 
espécies mais consumidas a nível global.  
 
Tabela 3 - Quadro resumo da área plantada e volume de produção de Brassicas em 2011. Adaptado de (FAOSTAT, 
2011) 
 
 
 
 
 
 Área plantada (hectares) Produção (toneladas) 
Mundo 1 204 257 21 266 789 
África 17 438 396 150 
América 152 706 942 355 
Ásia 916 075 17 820 111 
Europa 113 986 1 999 673 
Espanha 6 400 138 700 
Portugal 3 700 48 400 
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Estas espécies podem ter diversos usos como óleos, forragem, condimentos, plantações 
para alimentação conforme a parte de interesse: talos, gomos, inflorescências, folhas, raízes 
ou sementes. Uma das espécies vegetais principais é a B. oleracea, que inclui formas como 
couve, repolho, brócolo, couve-de-bruxelas, entre outros. B. rapa inclui vegetais como nabo, 
couve chinesa, e pak-choi juntamente com outros tipos de forragem e sementes. O grupo 
das B. napus inclui não só sementes para óleos, como por exemplo a colza, mas também 
folhas de nabo usadas essencialmente em forragens. Já no grupo das mostardas destacam-
se as espécies B. carinata, B. nigra e B. juncea usadas para fabricar condimentos, embora 
as folhas de B. juncea possam ser também consumidas como vegetais frescos ou 
processados, produtos largamente comercializados nos mercados de países asiáticos 
(Cartea et al. 2011). A couve-flor e os brócolos são vegetais pertencentes à subespécie 
Brassica Oleacea com um grande impacto a nível global e uma variedade de aplicações 
como ingrediente em saladas, sopas, purés etc. Na tabela 4 estão descritos os valores de 
área plantada e volume de produção em 2012 (FAOSTAT 2012) 
Tabela 4 - Principais especes de Brassicas consumidas a nível global. Adaptado de (Wu et al. 2009) 
 
Existem fortes evidências epidemiológicas de que as moléculas bioativas incluídas nas 
Brassicas acima descritas podem ajudar a proteger o corpo humano contra o 
envelhecimento e doenças crónicas associadas. Assim, o consumo de plantas Brassica está 
normalmente associado à redução do risco de desenvolvimento de doenças crónicas, 
Género espécie (subespécie) Vegetal 
Armoracia lapathifolia Rábano 
Brassica camoestris (rapifera) Nabo branco 
Brassica camoestris (oleifera) Colza 
Brassica napus (napobrassica) Nabo 
Brassica oleracea (capitata) Couve roxa/branca 
Brassica oleracea (sabauda) Couve Savoy 
Brassica oleracea (gemmifera) Couve-de-bruxelas 
Brassica oleracea (cauliflora) Couve-flor 
Brassica oleracea (cymosa) Brócolos 
Brassica oleracea (laciniata) Couve-de-folhas 
Brassica pekinensis Couve chinesa 
Lepidium sativum Agrião verde 
Nasturtium officinale Agrião 
Raphanus sativus Rabanete 
Sinapis alba Mostarda Branca 
Carica papaya Papaia 
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incluindo doença cardiovascular e cancro (Beecher 1994, Fahey et al. 1999, Wu et al. 2009), 
que por sua vez está associado à abundância de fitoquímicos promotores de saúde como 
vitaminas, carotenoides, fibras, açúcares solúveis, minerais, glicosinolatos e compostos 
fenólicos (Podsędek 2007) 
 
Estrutura e função de glicosinolatos e isotiocianatos 
 
 
Os glicosinolatos são um grupo de compostos sulfurados cuja estrutura normalmente 
apresenta um grupo β-D-tioglicose, uma parte de oxímeros sulfonados e uma cadeia lateral 
variável derivada de diversos aminoácidos (ver Figura 8). Mais de 100 glucosinatos foram já 
identificados sendo que a sua classificação pode ser distribuída por 4 subtipos: alifáticos 
saturados, alifáticos insaturados, aromáticos e indolilos (Wu et al. 2009). Estes compostos 
podem ser encontrados no reino vegetal, com uma forte presença em hortícolas da família 
das Brassicas, que tipicamente contém 0,5-28 µmol de glucosinatos alifáticos e 
aromáticos/grama de peso seco e 0,7-8 glucosinatos indolílicos/grama de peso seco (Wu et 
al. 2009). 
 
Figura 8- Estrutura geral de um glicosinolato 
 
 
 
 
Os isotiocianatos são moléculas de baixo peso molecular que consistem em compostos 
alifáticos e aromáticos resultantes da ação da enzima endógena mirosinase no 
glicosinolatos, que ocorre aquando do rompimento de tecidos vegetais (Wilson et al. 2013). 
A mirosinase está normalmente expressa na superfície externa da parede celular das 
plantas enquanto os glucosinatos estão normalmente localizados no citoplasma das células 
vegetais e desta forma inacessíveis à enzima. Quando os tecidos são rompidos por 
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mastigação, aquecimento, ou ataques de insetos, a mirosinase interage com os glucosinatos 
libertados, dando origem aos respetivos produtos hidrolisados. A maioria dos isotiocianatos 
absorvidos por mamíferos a partir da ingestão de vegetais é formada pela ação da 
mirosinase produzida por bactérias do trato gastrointestinal. 
Estes compostos têm demonstrado efeitos inibitórios na atividade de vários fungos e 
patogénicos alimentares incluindo espécies de Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Bacillus, 
Serratia, Staphilococcus e Listeria (Davidson et al. 2007, Mari et al. 2008). As bactérias 
Gram-negativo são normalmente mais sensíveis a este grupo de moléculas do que as 
bactérias Gram-positivo, devido à sua interação com sulfidril-enzimas que estão envolvidas 
em funções celulares vitais e com estruturas que protegem danos celulares (Luciano et al. 
2009).  
Estrutura e função de compostos fenólicos 
 
Os compostos fenólicos são um dos fitoquímicos com capacidade antioxidante mais 
importante (De Nicola et al. 2010). Estes são uma classe de compostos químicos referentes 
a um grupo diverso de moléculas (mais de 8000) largamente presentes no reino vegetal e 
conhecidas por conterem pelo menos um anel aromático com um ou mais grupos hidroxilo. 
Os compostos fenólicos aparecem em plantas como metabolitos secundários são originados 
pela via do ácido xiquímico a partir de hidratos de carbono ou pela via do acetato-polimalato 
(acetil CoA e malonil CoA).  
O espetro dos compostos fenólicos pode ir desde moléculas simples de baixo peso 
molecular com anéis aromáticos simples até taninos complexos e outros polifenóis derivados 
(Ferreira et al. 2005). Normalmente encontram-se conjugados com açúcares e ácidos 
orgânicos podem classificados de acordo com o número e rearranjo dos seus átomos de 
carbono em flavonoides como flavonoles, flavonas, flavan-3-óis, antocianidinas, flavanonas, 
isoflavonas, etc. e não flavonóides como ácidos fenólicos, hidroxicinamatos, stilbenos, entre 
outros (RiceEvans et al. 1996). O grupo de polifenóis mais importante presente nas espécies 
de Brassica são os flavonóides, principalmente flavonóis e antocianinas assim como ácidos 
hidroxicinâmicos. 
 
 
 
FCUP   
      
Avaliação da capacidade antioxidante e antimicrobiana de infusões de subprodutos de couve-flor 
(Brassica oleracea var. Botrytis) obtidas por Altas Pressões Hidrostáticas 
 
38 
 
Flavonóides 
Os flavonóides são o grupo de compostos polifenólicos com presença mais forte no reino 
vegetal. Esta classe de moléculas é essencialmente constituida por um esqueleto de 15 
átomos de carbono distribuídos por dois anéis aromáticos e um anel heterocíclico, ou seja 
C6-C3-C6. A sua concentração é predominante na epiderme de folhas e frutas. Enquanto 
metabolitos secundários, os flavonóides fazem parte de diversos processos biológicos 
importantes para a sobrevivência das plantas que os sintetizam, processos como proteção 
contra os raios ultra-violeta, pigmentação e resistência a pragas (Boudet 2007). Os flavonóis 
como o kaempferol e a quercitina (ver Figura 9) são a classe de flavonóides mais importante 
nas espécies de Brassica e estão normalmente estruturados como O-glicosídeos, 
frequentemente conjugados na 3ª posição do anel de carbono embora as substituições 
possam também ocorrer nas posições 5, 7, 4´, 3´, e 5´. A glucose é um dos principais 
açúcares conjugados nos vegetais Brassica, frequentemente suscetíveis a acetilação por 
ácidos hidroxicinâmicos.  
 
   
 
 
 
 
Antocianinas  
As antocianinas, um dos pigmentos vegetais mais conhecidos pelo seu uso em corantes 
alimentares, fazem também parte do grupo dos flavonóides com propriedades antioxidantes 
e outras qualidades benéficas. As antocianinas são formas conjugadas das antocianidinas 
presentes em frutos e flores, onde desempenham funções de proteção contra o excesso de 
luz e atração de insetos polinizadores (Agati et al. 2013). A estrutura química das 
antocianinas determinam a estabilidade, intensidade de cor ou a potencial atividade 
biológica. As antocianinas mais comuns em culturas de Brassica são a pelargonidina, 
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina (ver Figura 10) (Tatsuzawa et al. 
2006, Scalzo et al. 2008, Moreno et al. 2010). 
Figura 9 – Exemplos de flavonóides: kaempferol (esquerda) e quercitina (direita) 
Figura 10 - Exemplos de antocianinas: pelargonidina (esquerda) e 
cianidina (direita) 
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Ácidos hidroxicinâmicos  
Os ácidos hidroxicinâmicos são um tipo de polifenóis não-flavonoides, caracterizados pela 
sua estrutura C6-C3, que marcam forte presença pelas suas funções de defesa estrutural e 
química em plantas. Estes ácidos podem ser encontrados livremente ou associados a 
componentes de polímeros vegetais (parede celular). Os derivados de ácidos 
hidroxicinâmicos mais comuns em vegetais Brassica são os ácidos sinapínico e ferúlico (ver 
Figura 11), frequentemente conjugados com outros açúcares ou outros ácidos 
hidroxicinâmicos.  
  
Composição fenólica em Brassica oleracea 
Vários estudos reportam a presença de compostos fenólicos em diferentes culturas de B. 
oleracea, compostos estes que se encontram distribuídos conforme o tipo e a parte da planta 
que os sintetiza. Folhas internas e externas de diferentes espécies de couve apresentam 
concentrações distintas de compostos fenólicos como quercetina, kaempferol e derivados 
de ácidos fenólicos. No entanto as folhas contém quantidades superiores de compostos 
fenólicos que caules e inflorescências (Ferreres et al. 2005, Sousa et al. 2005, Ferreres et 
al. 2006, Sousa et al. 2007).  
Vários estudos foram realizados no sentido de identificar os compostos fenólicos de plantas 
desta espécie. Foram descobertos 22 compostos derivados de kaempferol e ácidos ferúlicos 
e sinápicos (Llorach et al. 2003) sendo que os flavonóis glicosídecos com maior presença 
em brócolos foram a quercitina e o kaempferol 3-O-suforosido-7-Oglicosido e outros 
glicosídeos menores como isoquercitrinas e 3-O-diglucosideos de kaempferol. Por outro 
lado, culturas de couve branca e negra, couve-flor e couve tronchuda apresentam conteúdos 
elevados de compostos fenólicos como kaempferol e 3-O-sulforosido-7-O-glicosideos e as 
suas respetivas combinações com ácidos hidroxicinâmicos, principalmente quercetina 3-O-
(cafeoil/sinapoil)-sufuroside-7-O-glucosideos de quercitina (Gratacós-Cubarsí et al. 2010).  
As antocianinas também estão presentes nas Brassicas, bastante visíveis enquanto 
pigmentos coloridos na couve roxa ou na couve-flor. As principais antocianinas identificadas 
foram 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglicosi-5-O-glucosideos de cianidina e 3-O-
(sinapoil)(sinapoil)diglicoside-5-O-glucosideos de cianidina cinâmicos. Uma das 
Figura 11 - Exemplos de ácidos hidroxicinâmicos: ácido sinapínico (esquerda) e ferúlico (direita) 
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particularidades especiais das antocianinas de vegetais Brassica são a sua conjugação rara 
com uma ou mais moléculas de ácidos cinâmicos. As formas esterificadas com p-coumaril 
e feruloil de cianidino-3-soforoside-5-glucosideos têm uma presença predominante na 
couve-flor, enquanto na couve-roxa predominam os ésteres ramificados (Scalzo et al. 2008). 
Foram encontrados valores significativos de ácidos hidroxicinâmicos em diversos hortícolas 
da espécie B.oleracea (incluindo couve-flor) sendo os ácidos hidroxicinamoil gentiobiosideos 
e hidroxicinnamoilquinicos os de maior concentração (Vallejo et al. 2004). 
 
 
Tecnologia de Altas Pressões Hidrostáticas 
 
A tecnologia de altas pressões teve origem no final do século XX como técnica emergente 
não-térmica que conseguia alcançar o mesmo nível de segurança alimentar que a 
pasteurização por calor além de ir de encontro às exigências do consumidor relativamente 
à preservação do sabor fresco em produtos minimamente processados. 
As alterações químicas em alimentos sujeitos à tecnologia de HPP são mínimas pois a 
pressão normalmente aplicada durante os tratamentos através da tecnologia HPP – de 100 
MPa a 700 MPa afetam apenas ligações moleculares mais fracas como por exemplo pontes 
de hidrogénio e portanto as ligações covalentes permanecem inalteradas (Mújica-Paz et al. 
2011). Deste modo, a aplicação de altas pressões pode inativar patogénicos e enzimas e 
modificar as suas estruturas com efeitos colaterais inferiores a outros tratamentos térmicos 
nas caraterísticas físicas – sabor, cheiro, cor, textura, etc. -  dos produtos alimentares, uma 
vez que as estruturas de alto peso molecular como proteínas, hidratos de carbono podem 
ser alterados, enquanto componentes de baixo peso molecular ligados às propriedades 
organoléticas e nutricionais como compostos voláteis, pigmentos, vitaminas  componentes 
parecem não ser afetados quando submetidos a esta tecnologia (Rastogi et al. 2007).  
A técnica de HPP é reconhecida pela Food and Drug Admistration dos Estados Unidos como 
processo ecologicamente sustentável, aprovando o seu uso em produtos para consumo 
humano (Barbosa-Cánovas et al. 2008). As suas aplicações mais importantes são a 
extração de componentes químicos de extratos vegetais ou a conservação de produtos 
alimentares por inativação microbiológica e aumento da capacidade antioxidante. Na Figura 
12 podemos encontrar os dados referentes ao crescimento no uso da tecnologia HPP nas 
últimas décadas.  
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Figura 12 - Evolução no uso de equipamentos HPP e respetivos produtos alimentares onde é aplicado. Retirado de 
(Elamin et al. 2015) 
 
Funcionamento Geral 
 
Um sistema de HPP típico é mostrado na Figura 13 que consiste numa câmara cilíndrica 
pressurizada de aço altamente resistente, um sistema gerador de pressão no qual um 
mecanismo bombeador funciona com uma bomba hidráulica, um sistema múltiplo de 
pressão e finalmente um sistema controlador de temperatura. Após a preparação das 
amostras às quais se quer retirar os respetivos compostos bioativos, estes são colocados 
na câmara pressurizada previamente preenchida com um fluido pressurizante. Esta câmara, 
juntamente com as válvulas associadas é fechada e pressão aumenta por substituição o ar 
da câmara pelo líquido pressurizante até atingir a pressão desejada. Assim que essa 
pressão é alcançada, as válvulas supracitadas fecham o circuito o que permite ao 
equipamento manter essa pressão durante o período de tempo necessário sem aumento 
adicional de energia. Enquanto a amostra é submetida ao tratamento a temperatura vai 
sendo monitorizada permanentemente dentro da câmara através de termómetros imersos 
no líquido de pressurização. Uma vez terminado o tratamento a câmara é descomprimida e 
as amostras retiradas para fora.  
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Figura 13 - Esquema geral de um sistema de HPP. Adaptado de (Huang et al. 2013) 
 
Vantagens do processo HPP 
 
O HPP, ao contrário de outros métodos convencionais, provoca a compressão instantânea 
e uniforme do material sobre o qual é aplicado, alterando as suas condições de superfície, 
rearranjos moleculares e propriedades físicas. Uma vez que a pressão é transmitida é 
independente do binómio tempo/massa, os tratamentos são realizados por curtos períodos 
de tempo. Quando aplicado a técnicas de extração promove o equilíbrio das reações 
químicas, acelera a penetração do solvente, diminui o tempo de dissolução dos compostos 
ativos e aumenta a sua taxa de difusão e extração, aumentando assim a própria eficácia do 
processo. Dado que o HPP usa um meio líquido facilmente compressível, as operações de 
extração podem ser realizadas usando equipamentos relativamente simples, de fácil 
operação e com melhores e mais rápidos protocolos de extração (Huang et al. 2013).  Além 
do mais, o efeito de HPP é independente da geometria/tamanho dos produtos e amostras, 
ou seja a escalonação das investigações realizadas em laboratório pera modelos aplicados 
à escala indústrias é relativamente simples e segura. Estas características são também 
importantes quando se verificam necessidades de alterações e/ou renovações dos 
equipamentos industriais para unidades maiores ou quando novas condições de mercado 
exigem mudanças na geometria ou no tamanho do produto alimentar, uma vez que nenhuma 
destas alterações requere novas determinações de pressão ou condições externas (tempo, 
temperatura, pH, etc.) para poder ser eficazmente aplicada (Mújica-Paz et al. 2011).  
Válvula de libertação de pressão 
Vaso de pressão 
Amostra 
Tampa superior 
Manta de aquecimento/arrefecimento 
Sistema de pressurização 
Termómetro 
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Muitos componentes dos tecidos vegetais são termosensíveis e acabam por ser danificados 
ou destruídos quando expostos a altas temperaturas.  
Em comparação com os métodos de extração tradicionais que usam calor e agitação para 
aumentar a solubilidade e eficácia de transferência de massa dos compostos desejados, o 
HPP funciona a temperatura ambiente, resultando numa preservação das estruturas 
naturais dos nutrientes e substâncias bioativas. A Figura 14 mostra imagens de micrografia 
obtidas por microscopia de varrimento eletrónica de folhas de chá verde sem tratamento (A) 
e as mesmas folhas com tratamento HPP (B), respetivamente. Na amostra controlo 
observam-se paredes celulares num estado ordenado e intacto enquanto que as células 
vegetais expostas a altas pressões hidrostáticas apresentam-se altamente quebradas e 
porosas com formas soltas e distorcidas. Deste modo, o solvente usado para extração pode 
facilmente entrar nas células através das fendas criadas pelo tratamento para rapidamente 
entrar em contacto com as substâncias sólidas e transferir os compostos importantes para 
o exterior das células vegetais (Jun et al. 2011).  
No processamento HPP a pressão é aplicada de forma uniforme e instantânea ao material 
da amostra e pode ser transmitida em todas as direções dentro de um relativo curto período 
de tempo. Quanto ao consumo de energia, é necessário apenas uma pequena quantidade 
para comprimir uma matriz sólida ou líquida a 500 MPa, em comparação com o processo de 
aquecimento até 100ºC (Pereira et al. 2010). O custo médio de uma aplicação de HPP é 
aproximadamente 0.05 a 0.5€ por litro ou quilograma, dependendo das condições de 
processamento. De acordo com a literatura a energia consumida pelo HPP é cerca de 80% 
da energia consumida pela tradicional extração de aquecimento por refluxo (Toepfl et al. 
2006).  
Além do mais, as altas pressões provocam moldagem e corrugação das paredes celulares, 
o que resulta em alterações na microestrutura que por sua vez afetam propriedades de 
textura devido à perda de turgor celular e integridade celular. Estudos anteriores indicam 
Figura 14 - Folhas de chá verde ao microscópio eletrónico sem (A) e com (B) tratamento por HPP 
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que as alterações ao nível da permeabilidade celular são a principal causa da degradação 
da textura em diversas frutas (Bermúdez-Aguirre et al. 2011). 
 
Os tratamentos HPP são implementados num contexto de ambiente fechado e portanto não 
ocorre volatilização dos solventes, reduzindo o seu potencial perigo ao nível da poluição 
ambiental. Até há data não existem dados que mostrem nenhum efeito negativo para a 
saúde humana no consumo dos produtos submetidos a esta técnica, sendo portanto segura 
para extração de compostos bioativos de matrizes naturais (Pereira et al. 2010). 
 
HPP na extração de compostos bioativos  
 
A extração é uma técnica usada para obter componentes de uma mistura sólida ou solução 
e desempenha uma função indispensável na preparação de amostras, investigação 
científica e análise de qualidade de compostos bioativos. Nos últimos anos as técnicas de 
extração têm sido desenvolvidas no sentido de diminuir tempos operacionais, redução do 
consumo de solventes orgânicos, e aumento da eficácia de extração, com o objetivo de 
reduzir custos económicos e ambientais. Atualmente podem ser encontradas várias 
alternativas incluindo extração ultrassónica, extração de fluidos supercrítico, extração por 
micro-ondas e extração por altas pressões hidrostáticas. Uma vez que estes métodos 
gastam demasiado tempo e têm pouca eficiência a maioria destes métodos requerem algum 
grau de aquecimento, o que pode facilmente ter consequências negativas para ingredientes 
termo-sensíveis, perdendo a sua atividade biológica ou transformação/ degradação noutras 
substâncias. Para tirar o máximo de partido da amplitude diversa de materiais bioativos, os 
compostos de interesse devem ser separados da sua matriz natural por extração e 
recuperação antes de serem purificados e usados. Os métodos de extração usados 
tradicionalmente como extração por Soxhlet, extração por agitação, extração liquido-sólido, 
etc. são processos que têm tempos de processamento ou reação demasiado largos, 
necessitam de grandes quantidades de amostras e solventes orgânicos. Mais ainda, o 
aquecimento prolongado reduz a atividade dos compostos desejados, a sua concentração 
após extração é baixa e apresenta elevados custos para o meio ambiente e para a saúde 
humana (Mustafa et al. 2011) 
Enquanto método de extração, a tecnologia HPP começou a ser explorada em 2004 
concluindo-se que diminuía efetivamente o tempo de extração ao mesmo tempo que 
aumentava a eficiência do processo. Neste processo a mistura do material vegetal e do 
solvente era tratada sob altas pressões isostáticas hidráulicas durante um certo período de 
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tempo, após o qual era rapidamente libertado e a mistura resultante é separada e filtrada 
(Huang et al. 2013). 
A maioria dos produtos naturais como frutas e hortícolas são ricos em fontes de diversos 
micronutrientes e fitoquímicos biologicamente ativos (Wang et al. 2015). A aplicação da 
tecnologia HPP em extratos frescos de plantas pode, portanto, ser extremamente útil para 
obtenção destes compostos e poder usá-los no desenvolvimento de produtos mais 
saudáveis e naturais para o consumidor. A técnica de HPP já foi usada para extrair com 
sucesso vários compostos com propriedades antimicrobianas e antioxidantes como 
flavonóides de lúpulo e mosto de cerveja (Santos et al. 2013) licopenos de polpa de tomate 
(Xi 2006), antocianinas de peles de uvas (Corrales et al. 2008), pectinas de cascas de laranja 
(Guo et al. 2012), ginsenosídeos de ginseng (Shin et al. 2010) e polifenóis de folhas de chá 
verde (Xi et al. 2009). Nestes estudos foi demonstrada a eficácia no poder extrativo, no 
aumento da qualidade e concentração dos compostos ativos obtidos em comparação com 
ouras técnicas tradicionalmente usadas. A técnica de HPP aumenta a velocidade de 
transferência de massa alterando a concentração do gradiente e difusividade por danificação 
da membrana celular e aumentando a sua permeabilidade, aumentando deste modo a 
penetração dos solventes de extração nas células. Tudo isto resulta na diminuição do tempo 
de processamento, redução de custos e melhoramento na segurança do processamento 
(Jun et al. 2011).  
Uma vez que os tratamentos por altas pressões resultam na disrupção dos tecidos vegetais, 
parede celular, membranas e organelos, torna-se mais fácil a transferência de massa do 
solvente para o material vegetal e dos constituintes solúveis para o solvente.  
Tal como foi descrito anteriormente, o processamento por HPP consiste em 3 etapas 
principais: aumento da pressão, estabilização/tratamento e despressurização. Durante a 
primeira fase a pressão aumenta desde valores atmosféricos até ao valor desejado num 
curto espaço de tempo. Este diferencial de pressões provocado de forma brusca dentro e 
fora das células causa deformação celular e destruição da sua parede, o que permite ao 
solvente penetrar mais depressa através das membranas destruídas. E neste ponto podem 
acontecer duas situações distintas: por um lado, se a pressão não for suficientemente alta, 
o volume do material não será comprimido ao ponto de exceder o limite de deformação 
celular, pelo que o solvente de extração entra rapidamente no tecido vegetal através dos 
microcanais da parede celular e por causa do diferencial de pressões acima descrito as 
células são preenchidas pelo solvente num curto espaço de tempo, durante o qual os 
compostos ativos se dissolvem por contacto direto. Por outro lado a pressão aplicada por 
ser demasiado forte provocando quebras na parede celular e diminuindo, 
consequentemente, a resistência à transferência de massa dos biocompostos ativos que 
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acabam por sair das células vegetais e se dissolvem no meio de extração. Durante a fase 
de estabilização ocorre uma mudança rápida na pressão o que resulta na alteração do 
volume do material da amostra e um aumento na difusividade entre o gradiente de 
concentração e o solvente de extração. A pressão aplicada é mantida pelo período de tempo 
necessário para equilibrar a pressão dentro e fora das células vegetais, período durante o 
qual o solvente de extração penetra rapidamente nas células e entra em contacto com o 
conteúdo celular, dissolvendo os compostos ativos num curto espaço de tempo. O volume 
de compostos extraídos pode ser aumentada através do prolongamento do tempo de 
aplicação da pressão ou por aumento desta. A matriz dos tecidos vegetais tem normalmente 
uma estrutura ordenada, completa e compacta com organelos celulares distribuídos pelo 
seu interior.   
Na fase final do tratamento a pressão é libertada em poucos segundos sendo que a pressão 
dentro das células diminui rapidamente desde a pressão aplicada até á pressão atmosférica 
alterando ligações não covalentes como pontes de hidrogénio, ligações iónicas e interações 
hidrofóbicas ou de Van der Walls que mantêm as estruturas tridimensionais das moléculas 
orgânicas. Isto resulta na expansão das membranas das células contra as quais o fluido 
pressurizante choca violentamente (i.e. parede celular, membrana citoplasmática, 
membrana celular, membrana nuclear, membranas vacuolares e dos microtúbulos, 
causando a sua deformação significativa e subsequente dano, em paralelo com o aumento 
da permeabilidade e diminuição da resistência à difusão e permeabilidade. Se a deformação 
exceder um certo limite, a morfologia celular será afetada ao ponto das estruturas celulares 
se tornarem soltas, porosas e partidas, onde os compostos ativos entram totalmente em 
contacto com o solvente de extração e o solvente dissolvido com os constituintes ativos se 
difunde para fora da célula rapidamente. Se a deformação da parede celular não exceder 
este limite, o efeito da diferença de pressão tão elevada resulta num efluxo do solvente 
juntamente com os compostos químicos bioativos dissolvidos, atingindo assim a sua 
extração. Geralmente, quanto mais curto for o período de  despressurização, maior é a força 
de impacto quanto o fluido intracelular se difunde no sentido inverso, o que resulta na 
formação de mais poros e brechas formados nas células e mais fragmentos de organelos 
são produzidos, aumentando a área de superfície do material tratado e reduzindo a 
resistência de difusão dos compostos ativos. Além disso, o contacto com os solventes de 
extração com os solventes de extração é aumentado, o que permite uma maior eficácia de 
extração.  
 
Assim, a eficácia no processo de extração por altas pressões hidrostáticas depende de 
vários parâmetros, entre os quais: a magnitude da pressão aplicada, o período de tempo de 
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tratamento, o tipo de solvente de extração, a velocidade de extração sólido-líquido e a 
concentração do solvente de extração (Mustafa et al. 2011).  
Casos práticos 
 
Recentemente têm sido desenvolvidos trabalhos com recurso às altas pressões como 
tratamento alternativo para o aumento da extração de ingredientes naturais da matriz de 
alimentos, ervas medicinais e subprodutos com origem nos desperdícios vegetais das 
Indústrias Agroalimentar. 
Relativamente ao uso do HPP em frutas e hortícolas foram já realizados trabalhos em 
extração de carotenóides de sumo de laranja e puré de tomate mais eficazmente comparado 
com amostras não submetidas a este tratamento (de Ancos et al. 2002, Sánchez-Moreno et 
al. 2004). O tratamento HPP pode afetar as membranas das células vegetais (Smelt 1998) 
e causar a disrupção de cromoplastos, organelos que contêm a maioria dos carotenoides 
presentes nas células, provocando uma maior libertação destes compostos, juntamente com 
um efeito de desnaturação de proteínas ligantes a carotenoides (Sánchez-Moreno et al. 
2009). Outro estudo verificou que a aplicação de tratamento de HPP com 400 MPa a 40ºC 
durante 1 minuto aumentou em 15,46% a concentração total de flavanonas extraídas de 
sumo de laranja em comparação com o mesmo sumo não tratado (Plaza et al. 2011). 
Os purés de frutas têm sido usados na elaboração de uma infinidade de produtos 
alimentares, incluindo compotas, conservas, sumos concentrados, etc. que regra geral 
contém diversas moléculas promotoras de saúde. Tratamentos de altas pressões (400 MPa 
e 600 MPa) aplicados a purés de bagas têm maior efeito na extração de fenóis, antocianinas 
e ácido ascórbico, em comparação com tratamentos térmicos (Prasad et al. 2009). Em purés 
de amora foi verificado um aumento da extração de antocianinas que consequentemente 
demonstraram um maior poder antioxidante destas amostras, em comparação com o 
mesmo tipo de matriz vegetal fresca ou tratada termicamente. Outro trabalho reporta 
também um aumento na extração de pigmentos coloridos de componentes alimentares 
através das altas pressões (Patras et al. 2009). Verifica-se também um aumento de 12% na 
extração de compostos fenólicos totais em cebolas submetidas a 400 MPa tanto sob 
condições de temperatura altas como baixas. 
 
O tratamento por HPP pode ser usado não só em hortofrutícolas frescos mas também nos 
resíduos gerados do seu processamento pela Indústria Agroalimentar. São apresentados 
em seguida alguns exemplos de trabalhos realizados na extração de compostos bioativos 
destas matrizes vegetais. Tratamentos por HPP mostram uma maior eficiência na extração 
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de corilagina, lignina e polissacarídeos com propriedades antimicrobianas, antioxidantes, 
anti-inflamatórias e anti carcinogénicas do pericarpo de fruta Longan (Prasad et al. 2009, 
Prasad et al. 2010). Um outro estudo foi realizado com peles de uvas com 600 MPa a 70ºC 
de onde foram extraídos 11,21 mg/g de peso seco de vários polifenóis, incluindo 
antocianinas, numa eficácia 50% superior a outras técnicas de extração. Foi também 
verificado um aumento da atividade antioxidante com compostos extraídos através deste 
método (Corrales et al. 2008). Já para a extração de pectinas, um polissacarídeo com 
funções diversas a nível alimentar e farmacêutico, foi conduzido um estudo que verificou um 
aumento da eficácia de extração destas moléculas aplicando a tecnologia HPP em peles de 
lima, sendo que ao estarem sujeitas a pressões na ordem dos 200 MPa durante 30 minutos 
a uma temperatura de 50ºC não se verificam alterações nas cadeias poliméricas e tornando 
o HPP um processo adequado para a produção enzimática de pectinas enquanto potencial 
processo eficaz e sustentável (Naghshineh et al. 2013). Em cascas de laranja foi também 
aplicada essa tecnologia, sendo que as propriedades físico-químicas, reológicas e 
gelificantes das pectinas extraídas foram quase inalteradas, em comparação com métodos 
tradicionais de extração por micro-ondas (Guo et al. 2012). Para subprodutos resultantes do 
processamento de amendoins foram também aplicados tratamentos de altas pressões de 
modo a aumentar a extração de proteínas hidrolisadas com efeitos antioxidantes (Dong et 
al. 2011). 
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HPP na potenciação da capacidade antioxidante  
As frutas e hortícolas incluídos em produtos alimentares processados são naturalmente ricas 
em moléculas de baixo peso molecular, como compostos fenólicos, com propriedades 
antioxidantes. Como foi referido anteriormente, o tratamento por HPP influencia a eficácia 
da libertação deste tipo de compostos para fora das células onde estão armazenados, 
provocando uma maior exposição da matriz celular aos mesmos. Deste modo a aplicação 
de altas pressões pode ser usada como técnica adicional para aumentar a capacidade 
antioxidante naturalmente existente em produtos alimentares que tenham uma composição 
essencialmente vegetal e consequentemente preservar as suas características por um maior 
período de tempo. 
Usados em curtos períodos de tempo os tratamentos por HPP provaram aumentar o valor 
da Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox (TEAC) em sumo de cenoura a 
pressões na ordem dos 800 MPa, sendo que este efeito é mais visível quando aplicados a 
temperaturas abaixo dos 40ºC (Indrawati et al. 2004). Também o sumo de maça tratado por 
HPP a 600 MPa por 30 minutos apresentou um ligeiro aumento na capacidade antioxidante 
(Fernández García et al. 2000). Já em puré de tomate a atividade antioxidante era 
aumentada aquando da combinação na aplicação de 400 MPa com a adição de pequenas 
concentrações de cloreto de sódio (Sánchez-Moreno et al. 2004) 
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Alterações morfológicas 
 
A membrana celular das bactérias é um dos principais objetivos nos tratamentos por altas 
pressões. O amento da pressão no ambiente celular causa alterações na permeabilidade 
das membranas, ao qual se segue a perda de integridade celular e por fim a morte celular. 
A composição das membranas proteicas de Salmonella Typhimurium tratadas por HPP 
mostram agregação citoplasmática indicando uma extensa desnaturação proteica 
(Mohamed et al. 2012). As células de E. coli quando são submetidas a tratamentos de 200 
e 500 MPa apresentam um aumento de volume total, as membranas e paredes células com 
fendas e distorções, espaços vazios parciais no citoplasma e fluídos celulares vertidos para 
fora das células. Estas alterações, observáveis através da Figura 15, são atribuídas à 
desnaturação de proteínas ligantes à membrana celular e/ou à transição de fase da camada 
bilipídica desta. (Pilavtepe-Celik et al. 2008, Yang et al. 2012). Células de Vibrio 
parahaemolyticus tratadas a 300 MPa e observadas ao microscópio eletrónico apresentam 
um aumento progressivo do número de picos e inchaços com o aumento de pressão 
exercido por HPP, com subsequente esmagamento e quebra destas células (Wang et al. 
2013). Também os esporos bacterianos podem ser afetados por esta tecnologia, como por 
exemplo o tratamento de Bacillus subtilis submetidos a 400 MPa a 55ºC gera depressões e 
ruturas na superfície dos esporos, causando o derrame parcial do conteúdo celular para o 
meio exterior (Furukawa et al. 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
As membranas celulares têm como principal função manter a morfologia celular com 
equilíbrio ou mitigação das diferenças entre as pressões internas/externas e controlo da 
entrada e saída de compostos. Deste modo a sua destruição quando são sujeitas a 
tratamentos de altas pressões provoca igualmente sérias perturbações ao nível da absorção 
e nutrição do microrganismo, assim como altera o ritmo de eliminação dos resíduos celulares 
acumulados durante o funcionamento do seu metabolismo intrínseco, que por sua vez 
também é modificado (Torres et al. 2005). Estudos realizados anteriormente mostram que 
Figura 15 - Células de E.Coli submetidas a tratamentos HPP 
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as altas pressões inibem a síntese de ATP, uma molécula crucial na produção de energia 
ao nível celular, por destruição de proteínas enzimáticas sintetizadoras que estão 
posicionadas na própria membrana das mitocôndrias.  Esta desnaturação leva também a 
uma interrupção no fluxo de protões de hidrogénio, reduzindo o pH quase instantaneamente 
(Tholozan et al. 2000).  
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Salmonella – patogénico emergente 
 
Conforme referido anteriormente, a Salmonella  spp. é um dos microrganismos sensíveis à 
exposição de compostos fenólicos antimicrobianos, que podem ser extraídos através de 
metodologias inovadoras como HPP (Demirdoven et al. 2015). 
Este é um agente etiológico muito importante no que se refere à transmissão de doenças 
por contaminação alimentar. De facto, uma das questões mais urgentes de saúde pública 
descritas na bibliografia de problemas epidemiológicos atuais é a transmissão desta bactéria 
ao Homem por alimentos de origem animal através da cadeia alimentar, com consequente 
infeção humana (Angulo et al. 2000, Helms et al. 2005). As infeções provocadas por este 
microrganismo são geralmente denominadas salmoneloses e podem ser dadas como 
situações ligeiras ou agudas com gastroenterites manifestadas por diarreia, febre entéricas 
e dores abdominais (Hohmann 2001). Em casos mais graves o microrganismo pode migrar 
para a corrente sanguínea e/ou sistema linfático em casos de batericémia ou septicémia, 
resultando em efemeridades graves como osteomielite, inflamação cardíaca ou desordens 
neuronais (Labbé et al. 2001) 
Desde a sua descoberta, em 1885, a Salmonella spp. tem sido associada a vários surtos 
de infeções alimentares em diferentes países (Bell et al. 2008) e o número de surtos de 
salmonelose humana reportados não aparenta redução significativa ao longo dos anos, 
apesar dos esforços feitos para a diminuição de doenças transmitidas via produtos 
alimentares (Rabsch et al. 2001). Estima-se que cerca de 1,4 milhões de infeções 
humanas por Salmonella spp. aconteçam todos os anos por ingestão de alimentos 
contaminados. De facto, cerca de metade dos casos de infeção de origem bacteriana 
nos Estados Unidos é provocado por este patogénico (Gould et al. 2013) com 30 a 40 
mil casos de salmonelose humana a serem detetados todos os anos pelo Centers for 
Disease Control and Prevention (CDC). Ao nível da União Europeia registaram-se em 
2004, 193 mil novos casos de salmonelose humana, estando estes valores associados 
ao elevado consumo de produtos com origem avícola (EFSA, 2011). Foram registados 
também surtos de S. Typhimurium DT104 associados ao consumo de produtos lácteos, 
salsichas de porco, galinhas e cidra de maça, representando cerca de 38% dos casos 
de salmonelose reportados em 2000 pelo Canadá (Dore et al. 2004). Um dos incidentes 
mais recordados de salmonelose ocorreu em 2006 quando 31 indivíduos ficaram 
doentes devido a uma contaminação de uma fábrica de chocolate Cadbury(R) 
resultando num prejuízo de 20 mil dólares para esta empresa (Vanhamme et al. 2012). 
Um dos mais assustadores surtos de infeções alimentares dos Estados Unidos 
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aconteceu quando 529 indivíduos adoecerem em 8 dias devido à contaminação de 
produtos feitos à base de amendoins com S. Typhimurium, o que levou á perda de 1 
bilião de dólares no mercado deste produto. Em 2010, o consumo de ovos contaminados 
resultou num surto de S. enteritidis com mais de 1800 casos registados e uma perda de 
500 milhões de ovos. (Medus et al. 2009, Cavallaro et al. 2011).  
 
As bactérias Salmonella spp. são bacilos Gram-negativos, em forma de bacilo, na sua 
maioria móveis (contém flagelos peritríquios), não esporulado e não capsulado. Este 
grupo de bactérias é extremamente heterogéneo e a identificação dos antig énios de 
superfície levou ao reconhecimento atual de quase 2400 serotipos dentro das duas 
principais espécies: S. Enterica e S. bongori. A nível epidemiológico a salmonelose é 
transmitida ao ser humano apenas por algumas subespécies de Salmonella não tifóide 
(Velge et al. 2005, Bell et al. 2008) sendo que os serotipos associados mais 
frequentemente às infeções humanas são a S. enteritidis e S. Typhimurium. Regra geral 
são necessárias cerca de 106 a 109 unidades formadoras de colónias (ufc) para o 
alimento contaminado poder provocar danos num indivíduo saudável, embora pessoas 
com sistemas imunitários mais frágeis como crianças, idosos e doentes 
imunodeprimidos possam manifestar sintomas por ingestão de Salmonella com 
concentrações inferiores (Humphrey 2004).  
 
Assim, para além do desenvolvimento de programas de segurança alimentar na 
monotorização para o manuseamento dentro da produção e processamento dos 
produtos alimentares suscetíveis à contaminação por este patogénico, é necessário um 
controlo sobre o desenvolvimento de contaminações alimentares por Salmonella 
através da aplicação direta de métodos de inativação microbiana como as altas 
pressões hidrostáticas, ou através da formulação de ingredientes extraídos a partir de 
fontes seguras, naturais e sustentáveis (como o caso dos subprodutos com origem na 
Indústria Agroalimentar), que possam ser incluídos em produtos alimentares de forma a 
criar condições de crescimento controlado deste patogénico e prevenir os seus efeitos 
nefastos para as populações humanas (Bell et al. 2008, Anany et al. 2015) 
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Objetivos 
O objetivo principal do estudo apresentado consiste essencialmente na avaliação da 
capacidade antimicrobiana, antioxidante e conteúdo total de polifenóis de infusões de 
subprodutos de couve-flor obtidas mediante aplicação de tratamentos por altas 
pressões hidrostáticas (HPP) contra o patogénico alimentar S. Typhimurium. 
Pretende-se então avaliar a sensibilidade da Salmonella enterica serovar Typhimurium, 
em compostos bioativos, nomeadamente agentes antimicrobianos naturais, presentes 
em infusões obtidas a partir de subproduto de couve-flor (folhas e talos) mediante o 
tratamento de HPP. O plano de trabalho consiste então em três tarefas principais 
desenvolvidas ao longo do ano letivo 2014/2015 (ver tabela 1):  
1. Determinação da Capacidade Antimicrobiana 
Esta tarefa serve essencialmente para avaliar a sensibilidade de S. Typhimirium após 
exposição a infusões de subprodutos de couve-flor obtidas por tratamentos de HPP nas 
mesmas condições que a tarefa anterior, através de curvas de crescimento/ inativação 
por redução logarítmica de ufc/mL/tempo, incubadas a diferentes temperaturas: 10 ºC e 
37 ºC. 
2. Determinação do conteúdo total de polifenóis  
Com esta tarefa pretende-se avaliar a eficácia de extração da tecnologia de Altas 
Pressões Hidrostáticas (HPP) de compostos bioativos com capacidade antioxidante e 
antimicrobiana em amostras de subprodutos de couve-flor, por quantificação do  
conteúdo de compostos fenólicos totais nas infusões obtidas mediante a aplicação de  
diferentes pressões– 200 MPa, 300 MPa, 400 MPa e 500 MPa durante 5 minutos. 
3. Determinação da Capacidade Antioxidante 
O objetivo desta tarefa é estudar as propriedades antioxidantes das amostras 
supracitadas igualmente obtidas por aplicação de tratamentos por HPP a pressões de 
200 MPa, 300 MPa, 400 MPa e 500MPa durante 5 minutos. 
Em seguida (Tabela 5) é apresentado o cronograma do desenvolvimento destas tarefas 
experimentais ao longo do período de trabalho. 
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Tabela 5 - Cronograma das atividades desenvolvidas ao longo do ano letivo 
 Outubro Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Março Abril Maio Junho Julho Agosto  Setembro 
Revisão 
bibliográfica 
X X X X X X X X X X X X 
Otimização 
processos 
metodológicos 
    
X X       
Determinação 
capacidade 
antimicrobiana 
    
 X X X X    
Determinação 
conteúdo total 
de polifenóis 
    
 X   X    
Determinação 
capacidade 
antioxidante 
    
 X   X    
Preparação 
documento 
escrito de tese 
    
    X X X X 
Preparação 
apresentação e 
defesa final 
    
      X X 
FCUP   
      
Avaliação da capacidade antioxidante e antimicrobiana de infusões de subprodutos de couve-flor 
(Brassica oleracea var. Botrytis) obtidas por Altas Pressões Hidrostáticas 
 
56 
 
Materiais e Métodos 
 
1. Preparação das Infusões  
1.1. Preparação das Amostras 
Para realizar o conjunto de experiencias em questão, usaram-se subprodutos de couve-flor 
(folhas, talos e caules) previamente secos e cortados em flocos. As amostras foram 
embaladas em sacos de 5 Kg pela empresa TRASA® e enviadas para o IATA (CSIC), onde 
se mantiveram armazenadas em local fresco e seco até ao momento de preparação das 
amostras. 
Na preparação das amostras foram pesadas 50 gramas do subproduto de couve-flor às 
quais se adicionaram 500 mL de água peptonada (Scharlau Chemie SA®), Barcelona, 
Espanha). A mistura resultante foi vertida em sacos especiais para tratamentos em 
aparelhos de HPP, seguidos pelos respetivos tratamentos.  
 
1.2. Processamento HPP  
O aparelho usado para a extração de compostos com capacidade antimicrobiana e 
antioxidante a partir do subproduto de couve-flor pertence ao conjunto de máquinas de altas 
pressões hidrostáticas cujo modelo é EPSI NV (Temse, Bélgica).  
Após a preparação anteriormente descrita, as amostras seladas em sacos de tratamento 
HPP foram colocadas na câmara, previamente preenchida pelo fluido pressurizante - água 
e etilglicol 70% (v/v). Após o seu encerramento as amostras foram submetidas a diferentes 
pressões (200, 300, 400 e 500 MPa, respetivamente) durante um período de 5 minutos a 
temperatura ambiente.  
De forma a quantificar o conteúdo de polifenóis e avaliar as propriedades antimicrobianas e 
antioxidantes dos subprodutos de couve-flor foram testadas infusões a partir das amostras 
tratadas por altas pressões hidrostáticas, após uma centrifugação (4000 rpm durante 15 
minutos) e duas filtrações com papéis Whatman: primeiro 11µm e logo a seguir 2.5µm. Para 
assegurar a esterilização adequada destas infusões, procedeu-se a uma última filtração com 
filtros PVDF de 0.45 µm através de filtração por seringa.  
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2. Organismo em estudo 
 
As amostras de subprodutos de couve-flor foram testadas usando o microrganismo S. 
Typhimrium (CECT 443), adquirido da Colección Española de Cultivos Tipo (CECT), a partir 
de uma cultura previamente pura e liofilizada. Para o armazenamento do patogénico seguiu-
se o protocolo desenhado por outros autores (Saucedo-Reyes et al. 2009). Assim, para a 
realização deste trabalho foram feitos cerca de 50 viais para preparação de um stock em 
glicerol de culturas puras de S. Typhimurium de concentração aproximada de 7,6 x 109 
unidades formadoras de colónias (UFC/mL) posteriormente armazenados em crio-tubos a -
80 ºC. De forma a ajustar a concentração celular média das amostras nos crio-tubos foram 
realizadas diluições com água peptona tamponada (Scharlau Chemie SA®, Barcelona, 
Espanha) após contagem de células viáveis em placas através de um sistema contador 
automático de colónias, modelo BioC140 (Beijing, China). 
 
3. Avaliação da Capacidade Antimicrobiana 
 
Os estudos da capacidade antimicrobiana foram realizados a partir de uma cultura de S. 
Typhimurium de uma concentração de 7,6 x 109 ufc/mL armazenado a -80 ºC, como descrito 
anteriormente. Assim, a preparação das amostras e o desenho das curvas de 
crescimento/inativação começaram pela diluição de uma alíquota de 2 mL destas culturas 
em 18 mL de água peptonada tamponada 0.1 % estéril, cuja concentração final era 
aproximadamente 108 ufc/mL. Posteriormente adicionou-se 1 mL desta cultura a 20mL de 
cada uma das infusões de couve-flor previamente tratadas com distintas altas pressões (200, 
300, 400 e 500 MPa – 5 min) e por fim as respetivas misturas foram incubadas a duas 
temperaturas de crescimento diferentes: 10 ºC e 37 ºC. O início das curvas de 
crescimento/inativação foi marcado pela utilização no tempo zero de amostras de S. 
Typhimurium cuja concentração era aproximadamente 7-8 ciclos de log de ufc/mL. O 
acompanhamento da evolução destas curvas foi diferente conforme a temperatura de 
incubação das amostras. Assim, para as incubações de 10 ºC as amostras mantiveram-se 
numa estufa com temperatura controlada durante 4 dias (120 horas) enquanto as amostras 
incubadas a 37 ºC foram monitorizadas apenas por 8 horas.  
Em intervalos de tempo regulares foi pipetada das amostras previamente submetidas aos 
diversos tratamentos HPP, uma alíquota de 100 μL do preparado inoculado para ser 
misturada com 900 μL de água peptona tamponada 0.1 % estéril, numa amplitude de 
diluições que variavam desde 10-2 a 10-7. Para as diluições de 100 e 10-1 foi aplicada a 
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técnica de sementeira por incorporação, ou seja, do inoculado foram pipetadas diretamente 
nas placas volumes de 1 mL e 100 μL, respetivamente. Com base nestas diluições fez-se 
um duplicado com duas séries “A” e “B”, sendo que as placas onde estas diluições estiveram 
incubadas a 37 ºC durante 24 horas, foram preenchidas com o meio de cultura trypticase 
soy agar (TSA; Scharlab SL, Espanha). Seguidamente procedeu-se à contagem de ufc/mL 
num limite de detenção do método de contagem entre 30-300 ufc em placa. Dentro da escala 
de tempo em que se realizou o trabalho foi possível repetir quatro vezes cada uma das 
curvas das amostras submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa). No 
final, as curvas de crescimento/inativação resultantes elaboraram-se a partir da média dos 
valores resultantes das múltiplas contagens e corrigidas pelo respetivo fator de diluição, 
sendo que também foram calculados os desvios-padrão associados a estes valores 
utilizando o programa Microsoft Office Excel. Para determinar a cinética de crescimento 
calculou-se o log N (N = recontagem de ufc em placa) em função do tempo de incubação. 
Os resultados foram expressos em redução logarítmica de viabilidade celular (log ufc/mL).  
 
4. Determinação de células mortas e de células danificadas 
 
Para verificar o efeito danificador/fatal em células de S. Typhimirium durante a sua 
incubação em presença de infusões de subprodutos de couve-flor, obtidas mediante a 
aplicação de tratamentos de HPP de intensidades diferentes, foram tidos em conta diversas 
variáveis tais como a contagem comparativa em placas com meios de cultura diferentes. 
Para tal foi usado um meio seletivo (TSA com 3 % NaCl) com vista a determinar o número 
de células intactas (vivas não danificadas) e outro meio, neste caso não seletivo (TSA), para 
detetar células viáveis (ou seja, vivas danificadas e não danificadas) das amostras com as 
respetivas concentrações de microrganismo preparadas anteriormente. Assim, nos 
diferentes tempos supracitados foram adicionas a alíquotas 100 μL de amostra num volume 
de 900 μL de água peptona tamponada 0,1 % estéril (Scharlau Chemie SA®, Barcelona, 
Espanha) com posterior diluição em concentrações decrescentes de 10-2 a 10 -7.  Para as 
diluições de 100 e 10-1 foi usada a técnica de sementeira por incorporação, com respetiva 
pipetagem direta de volumes de 1 mL e 100 μL nas placas. Com base nestas diluições 
preparadas foram realizadas sementeiras em placas de Petri, através da sua incorporação 
em trypticase soy agar (TSA), com ou sem 3 % (w/v) de cloreto de sódio (NaCl) (Wuytack et 
al. 2003).  
A S. Typhimirium é um microrganismo sensível a fatores de stress existentes no seu meio 
de crescimento, nomeadamente a concentrações de sal superiores ao seu máximo osmótico, 
com um efeito limitante mais proeminente em células já danificadas. Desta forma, ao serem 
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expostas a um meio com uma concentração de cloreto de sódio de 3%, as células intactas 
continuam a crescer, embora a um ritmo mais lento devido a atrasos na divisão celular 
provocados pelo NaCl (Jovanovich et al. 1988). No entanto as células que já tinham sido 
danificadas por agentes antimicrobianos presentes nas infusões de subprodutos de couve-
flor preparadas anteriormente acabaram por se tornar demasiado frágeis pelo que não se 
conseguem reproduzir neste meio. Assim, o número de células danificadas foi calculado por 
diferença entre a contagem de bactérias presentes nas placas com TSA e TSA com sal, ou 
seja: 
𝑁𝑑𝑎𝑛𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎𝑠 =  𝑁𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 − 𝑁𝑖𝑛𝑡𝑎𝑐𝑡𝑎𝑠 
Desta forma foi calculada a percentagem de danificação subletal nas células de S. 
Typhimirium após exposição das amostras aos tratamentos em estudo. A perda de 
tolerância do microrganismo no meio seletivo usado é devido às lesões provocadas na 
membrana citoplasmática que consequentemente perde a sua estrutura e funcionalidade 
(Lund et al. 2000). 
Tal como referido anteriormente, as amostras foram incubadas ao mesmo tempo, em meio 
TSA e TSA-sal a 37 ºC durante 24 horas. Após este período procedeu-se à contagem de 
ufc/mL sendo que o limite de deteção do método de contagem  desenvolveu-se numa 
amplitude entre 30-300 ufc em placa. O número de células danificas ou mortas foi calculado 
usando a equação: 
𝑁𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = [1 − 
𝑁 𝑇𝑆𝐴−𝑠𝑎𝑙
𝑁𝑇𝑆𝐴
] × 100 
Onde Ntotal é o número total de células danificadas ou mortas; NTSA-sal é o número de células 
contadas em placas cuja amostra foi incorporada em meio seletivo TSA com cloreto de sódio 
a 3% e NTSA o número de células contadas em placas incubadas com meio TSA simples. 
Finalmente todos os dados foram tratados com programa Microsoft Office Excel®, onde 
foram também representados através de histogramas de colunas, o número de células 
mortas, danificadas e intactas. 
Em todos os estudos efetuados através de curvas de crescimento/inativação das amostras 
de subprodutos de couve-flor inoculadas com o patogénico S. Typhimurium foram avaliados 
três parâmetros: o tempo demorado a atingir os efeitos desejáveis, a temperatura em que 
as amostras estiveram incubadas durante a monotorização do desenvolvimento progressivo 
do seu crescimento/inativação e a pressão a que foram sujeitas as supracitadas amostras 
durante o tratamento de 5 minutos no equipamento de HPP, ou seja 200, 300 , 400  e 500 
MPa. 
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5. Modelagem Matemática 
Dos valores obtidos com a contagem de ufc/mL das amostras incubadas com os diferentes 
tratamentos, foram traçadas curvas de crescimento/inativação por logaritmização dos 
resultados correspondentes. Às curvas anteriormente analisadas no programa Microsoft 
Office Excel® foi efetuada nova análise estatística por regressão não linear com o programa 
Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc., EUA) por ajuste dos pontos 
resultantes ao modelo de Weibull, que matematicamente se expressa como (Rodrigo et al. 
2003):  
LOG S =  − [(t × b)n] 
onde: t = tempo (horas); S = fração de células sobreviventes, ou seja, coeficiente entre 
Nt e N0, sendo Nt = concentração celular a um determinado tempo t (ufc/mL) e N0 = 
concentração celular inicial (ufc/mL); b = fator de escala e n = fator de forma.  
 
Deste modo, a expressão matemática acima apresentada descreve um modelo que 
ajusta de forma simples e robusta diferentes tipos de curvas, sejam elas curvas 
convexas (n>1), côncavas (n<1) ou exponenciais (n=1). O valor representado por b, ou 
seja o fator de escala, relaciona-se diretamente com a velocidade de inativação das 
células em estudo. 
Embora a função matemática que melhor descreve a curva de sobrevivência/inativação 
ideal possa ser comparada e escolhida através da avaliação de parâmetros distintos, 
este trabalho tomou como base o coeficiente de correlação, isto é o R2 ajustado e o erro 
quadrático médio (MSE). Todas as curvas forma ajustadas no sentido de obter valores 
o mais próximos de 1 e 0 para o R2 e para o MSE, respetivamente. 
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6. Análise Estatística 
 
Os resultados obtidos foram analisados com o programa STATGRAPHICS Centurion 
XV (versão 15.1.03; STATGRAPHICS, Warrenton VA). As análises incluem cálculos de 
médias e desvios padrão para as amostras em estudo, assim como análises ANOVA 
para testar diferenças significativas entre as infusões preparadas conforme as 
condições de altas pressões hidrostáticas a que foram sujeitas. A validade dos ajustes 
do modelo realizada foi determinada usando o coeficiente de regressão ajustado (R2) e 
o erro médio da raiz quadrada (RMSE). 
 
7. Determinação do conteúdo fenólico total 
 
O conteúdo total de compostos fenólicos foi quantificado por espectrofotometria, de acordo 
com o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu Singleton (1985). 
Primeiramente desenhou-se uma reta de calibração padrão através da preparação de 
alíquotas de ácido gálico com diferentes concentrações (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 
700, 800 e 1000 ppm) aos quais foram adicionados 3 mL de carbonato sódico (2% (w/v)) 
(Sigma-Aldrich Co. LLC, EUA) e 100 µL de reativo Folin-Ciocalteu (1:1 (v/v)) (Sigma-Aldrich 
Co. LLC, EUA). Para medir o conteúdo total nas amostras de couve-flor foi aplicada a mesma 
metodologia mas substituindo o ácido gálico pelas infusões preparadas e diluídas a 1:10 e 
1:20. Em seguida todas as amostras (as da reta padrão e as de couve-flor) foram agitadas 
por vortex durante 1 minuto e deixadas a repousar em ambiente escuro durante 60 minutos. 
Finalmente, foram lidas as respetivas absorvâncias a 750 nm usando um espetrofotómetro 
Lan Optical Model PG1800 (Labolan, Espanha) com os resultados expressos em miligramas 
de equivalentes de ácido gálico (GAE)/L. A quantificação do conteúdo fenólico foi calculado 
computacionalmente através da interpolação dos valores correspondentes na reta de 
calibração padrão usando o programa Microsoft Office Excel©. 
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8. Determinação da Capacidade Antioxidante 
 
Para a determinação da capacidade antioxidante das infusões de subproduto de couve-flor 
preparadas mediante a aplicação dos diferentes tratamentos de HPP foi usado o método 
DPPH, com determinação da cinética de reação por espetrofotometria (Sánchez-Moreno et 
al. 1998). 
Para tal foi preparada uma reta de calibração padrão com reativo Trolox (Sigma-Aldrich Co. 
LLC, EUA) a concentrações crescentes de 0.3, 0.5, 1, 2 e 3 mM a partir de uma solução 
madre de 20 mM que por sua vez foi preparada por mistura de 0.025 g do reativo Trolox 
com 5 mL de metanol. 
Por sua vez, das infusões de subprodutos de couve-flor preparadas anteriormente foram 
retirados 10 mL e homogeneizadas com 20 mL de metanol (Sigma-Aldrich Co. LLC, EUA) 
durante 1 minuto por vórtex. Em seguida realizou-se uma centrifugação desta mistura a 10 
000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC. Do sobrenadante resultante foram retiradas alíquotas 
de 0.030 mL em duplicado, às quais se adicionaram 3 mL de uma solução de radical DPPH 
previamente preparado por mistura de 0.0030 gramas de radical DPPH com 100 mL de 
metanol. 
Após mistura rápida, foram medidas as absorvâncias das amostras a 517 nm durante 150 
segundos e calculados no programa computacional Microsoft Excel com recurso à seguinte 
fórmula matemática: 
%𝐷𝑃𝑃𝐻 =  
𝐴𝑡𝑖 − 𝐴𝑡𝑓
𝐴𝑡𝑖
 
Os resultados finais foram expressos em equivalentes de Trolox/mL de amostra. 
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Resultados e Discussão 
1. Avaliação da capacidade antimicrobiana das infusões de 
subproduto de couve-flor obtidas por tratamentos de HHP frente a 
S. Typhimurium. 
1.1. Efeito das infusões de subproduto de Couve-flor por tratamento 
HHP no crescimento de S. Typhimurium a 37 ºC. 
O gráfico da Figura 16 mostra o efeito antimicrobiano das amostras de subproduto de couve-
flor previamente tratadas por HHP (200, 300, 400 e 500 MPa – 5 minutos), por inativação ou 
atraso do crescimento do microrganismo S. Typhimurium durante a sua incubação a 37 ºC. 
Como se pode verificar pelo gráfico da Figura 17, a curva de crescimento/inativação da 
amostra de S. Typhimurium sem qualquer contacto com as infusões de subprodutos de 
couve-flor, ou seja, apenas diluída em água peptona tamponada (Branco), mostram que o 
patogénico sofre um ligeiro crescimento passando de uma população inicial de S. 
Typhimurium de aproximadamente 7,7 ciclos logarítmicos para os 8 ciclos logarítmicos, 
mantendo-se neste valor desde a hora 0 até à hora 2. Ou seja, durante as 2 primeiras horas 
de incubação o S. Typhimurium permanece em fase lag e não experimenta alterações 
significativas na sua velocidade de proliferação. Depois desse período, o microrganismo 
começa a crescer, alcançando os 9 ciclos logarítmicos na hora 8. Isto corrobora as 
pesquisas anteriormente realizadas que indicam um período máximo de 2 horas para os 
alimentos mais suscetíveis de deterioração por contaminação de patogénicos poderem ser 
guardados à temperatura ambiente; decorrido esse tempo o risco de intoxicação alimentar 
aumenta drasticamente, com possíveis consequências perigosas para os consumidores.  
Quanto ao efeito amostras de subprodutos de couve-flor tratadas com HPP verifica-se uma 
inibição do crescimento em todas as curvas, sendo claramente visíveis as consequências 
bactericidas na população microbiológica em estudo durante um período de 8 horas. Os seja, 
os resultados mostram uma diminuição na contagem de unidades formadoras de colónias 
de S. Typhimurium de aproximadamente 4,5 ciclos logarítmicos para as amostras tratadas 
a 300 MPa – 5 min,  5 ciclos logarítmicos para as amostras tratadas a 200 e 400 MPa e 
finalmente 5,5 ciclos logarítmicos para amostras tratadas a 500 MPa. Em extratos de uvas 
submetidos a tratamentos HPP de 200 MPa, 400 MPa e 550 MPa  não são encontradas 
diferenças significativas no total de células viáveis de bactérias frequentemente encontradas 
nesta fruta, pertencentes às famílias Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e 
Oenococcus (Morata et al. 2015). 
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Figura 16 - Curva de crescimento de S. Typhimurium na presença de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa – 5 min), a temperatura 
37ºC. 
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1.2. Efeito das infusões de subproduto de Couve-flor obtidas por 
tratamentos HHP no crescimento de S. Typhimurium a 10 ºC 
 
Para uma temperatura de 10 ºC (Figura 17) podemos verificar comportamentos distintos, 
conforme a curva em análise. Para a amostra “Branco” verifica-se uma expansão do 
período de tempo em que o microrganismo se mantem em fase lag, em comparação 
com o mesmo tipo de amostra a 37 ºC (Figura 17). Assim, a população de S. 
Typhimurium em estudo não experimenta alterações na sua velocidade de crescimento 
nos dois primeiros dias de monotorização, ou seja da hora 0 à hora 48.  A partir desse 
momento começa o respetivo crescimento exponencial. Estes resultados vão de 
encontro a outros trabalhos realizados anteriormente que reportam consequências de 
atraso nos sistemas metabólicos, enzimáticos e de reprodução, permitindo um 
alargamento do tempo de prateleira dos produtos alimentares deste género, em 
condições de refrigeração, o que torna o seu consumo mais cómodo e prático 
(McDonald et al. 1999, Swinnen et al. 2004).   
Por sua vez, todas as amostras sujeitas aos diferentes tratamentos HPP (200, 300, 400 
e 500 MPa – 5 min) têm um efeito bactericida em S. Typhimurium uma vez que se 
observa a redução da população do microrganismo de 4 ciclos logarítmicos durante as 
primeiras 116 horas. Trabalhos realizados anteriormente mostram igualmente a eficácia 
antimicrobiana de subprodutos de couve-flor expostos a Listeria monocytogenes (Sanz-
Puig et al. 2015) 
Ou seja, podemos concluir que as infusões de subprodutos de couve-flor obtidas 
utilizando a técnica de extração por altas pressões hidrostáticas podem ser usadas para 
funções antimicrobianas em S. Typhimurium a temperatura de refrigeração.  
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Figura 17 - Curva de crescimento de S. Typhimurium na presença de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa – 5 min), a temperatura 10ºC. 
FCUP   
      
Avaliação da capacidade antioxidante e antimicrobiana de infusões de subprodutos de couve-flor 
(Brassica oleracea var. Botrytis) obtidas por Altas Pressões Hidrostáticas 
 
67 
 
2. Determinação de células mortas e de células danificadas de S. 
Typhimurium incubadas em presença de infusões do subproduto 
de couve-flor obtidas por tratamento HHP 
Com vista a determinar o efeito dos tratamentos de HPP a várias pressões na extração 
de compostos antimicrobianos em subprodutos de couve-flor foram calculadas as 
células intactas, danificadas e mortas de S. Typhimurium, exposta a cada uma das 
infusões obtidas durante a sua incubação a 10 e 37 ºC, mediante a sua inoculação em 
placas em dois meios diferentes: TSA e TSA-Sal. 
 
2.1. Determinação do dano celular em S. Typhimurium a 37 ºC 
Os gráficos da Figura 18 representam os ciclos logarítmicos (ufc/mL) de células intactas, 
danificadas e mortas da população de S. Typhimurium durante a sua incubação em 
presença das infusões de subprodutos de couve-flor obtidas por aplicação de diferentes 
tratamentos de HPP a 200 MPa (3a), 300 MPa (3b), 400 MPa (3c), 500 MPa (3d) e 
Branco (3e), respetivamente, durante 5 minutos a uma temperatura de crescimento de 
37 ºC.  Em todos os casos podemos observar uma diminuição do número de células de 
S. Typhimurium intactas em paralelo a um aumento de células mortas, ao longo de um 
período de incubação de 8 horas. Durante este tempo de incubação, as células 
danificadas vão-se convertendo em células mortas. Comparando os quatro gráficos 
representados em seguida não se observam diferenças entre as amostras submetidas 
aos diferentes tratamentos. De facto, analisando os gráficos obtidos podemos observar 
inicialmente cerca de 7,5 ciclos logarítmicos de células de S. Typhimurium intactas, 
sendo que após 8 horas de incubação apenas se verificam aproximadamente 2,5 ciclos 
logarítmicos de células intactas e quase 3 ciclos de células mortas. 
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Figura 18 - Representação do dano celular em  S. Typhimurium na presença de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa – 5 min), 
com respetivo branco,  a temperatura 37ºC 
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2.2. Determinação do dano celular em S. Typhimurium a 10 ºC 
O gráfico com a determinação de células intactas, mortas e danificadas de S. 
Typhimurium para uma temperatura de incubação de 10 ºC está representado na Figura 
19, durante a sua incubação em presença de infusões de subproduto de couve-flor 
obtidas por tratamento HHP a 200 MPa (20a), 300 MPa (20b), 400 MPa (20c) e 500 
MPa (20d). Tal como foi observado para uma temperatura de incubação de 37 ºC, há 
uma diminuição da população de S. Typhimurium relativamente ao número de células 
intactas que, ao longo de 116 horas, se vão transformando em células mortas, sendo 
que estas últimas também resultam da conversão de bactérias intactas em danificadas 
após um longo período de tempo. Numa análise mais pormenorizada pode-se observar 
nas quatro amostras tratadas distintamente uma população de microrganismos inicial 
numa média de 7,5 ciclos logarítmicos, enquanto no final das 116 horas restam pouco 
mais de 3 ciclos logarítmicos de células intactas e 4 ciclos logarítmicos de células 
danificadas.  Estes dados confirmam mais uma vez o efeito bactericida dos subprodutos 
de couve-flor contra o patogénico alimentar em estudo, inclusive a baixas temperaturas. 
No entanto, tal como foi descrito para as curvas de 37 ºC, não existem diferenças 
significativas entre os tratamentos aos quais a amostra foi submetida. 
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Figura 19 - Representação do dano celular em  S. Typhimurium na presença de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e  500 MPa – 5 min), 
com respetivo branco,  a temperatura 10 ºC
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3. Modelagem Matemática 
 Nas tabelas 6 e 7 são apresentados os valores dos ajustes das curvas do efeito dos 
tratamentos HPP nas amostras de subproduto de couve-flor frente ao patogénico S. 
Typhimurium. 
 
Tabela 6 - Estimativa dos parâmetros cinéticos da distribuição de Weibull (b e n) em função da pressão HPP (0, 200, 
300, 400 e 500 MPa) da infusão de subproduto de couve-flor a 37 ºC. Os resultados representam a média ± desvio-
padrão. Os valores da média com diferentes letras são significativamente diferentes (p<0,05) 
Temperatura 
(ºC) 
Tratamento 
(MPa) 
b n 
R2 
ajustado 
MSE 
37 
Branco - 0,27 ± 0,03 0,54 ± 0,07 0,961 0,010 
200 0,13ª ± 0,02 1,80 ± 0,20 0,984 3,161 
300 0,12ª ± 0,01 1,71 ± 0,07 0,973 0,150 
400 0,35b ± 0,10 1,24 ± 0,10 0,996 0,085 
500 0,31b ± 0,01 1,28 ± 0,08 0,983 0,186 
 
 
Tabela 7 - Estimativa dos parâmetros cinéticos da distribuição de Weibull (b e n) em função da pressão HPP (0, 200, 
300, 400 e 500 MPa) da infusão de subproduto de couve-flor a 37 ºC. Os resultados representam a média ± desvio-
padrão. Os valores da média com diferentes letras são significativamente diferentes (p<0,05) 
Temp. 
(ºC) 
Trat.  
(MPa) 
b n 
R2 
ajustado 
MSE 
 Branco -8,59x10-2 ± 1,0x10-3 0,506 ± 0,03 0,959 0,081 
10 
200 
 
1,0x10-3 ª ± 1,0x10-4 1,60 ± 0,04 0.942 0,121 
300 1,0x10-3 ª ± 4,0x10-5 1.69 ± 0,01 0.996 0,030 
400 
 
2,0x10-3 b ± 4,0x10-4 1,54 ± 0,02 0.981 0,205 
500 2,0x10-3 b ± 2,0x10-5 1,56 ± 0,01 0,910 0,414 
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Tomando em consideração este valores, observa-se que incubações nas duas 
temperaturas de crescimento, 37 ºC e 10 ºC, os valores de b apresentam diferenças 
significativas entre dois grupos à medida que aumenta a pressão, ou seja a velocidade 
de inativação do patogénico é maior em infusões obtidas a 400 e 500 MPa do que a 200 
e 300 MPa. Vários estudos anteriores usam igualmente o modelo de Weibull para 
determinar a velocidade de crescimento/ inativação de patogénicos em alimentos 
contaminados (Rodrigo et al. 2003, Chen et al. 2004, Moody et al. 2014).  
 
Regra geral, até ser atingida o seu valor de funcionalidade ideal, quanto maior é a 
temperatura de crescimento do microrganismo, mais elevados são os valores de b, o 
que significa que a sua temperatura ótima de crescimento (37 ºC) o patogénico morre 
mais depressa que a temperatura de refrigeração (10 ºC). Tais observações vão de 
encontro aos resultados das curvas anteriormente apresentadas, uma vez que o período 
de tempo em que a população do microrganismo desapareceu foi largamente superior 
quando incubado a uma temperatura de refrigeração de 10 ºC – cerca de 4 dias -  em 
comparação com uma temperatura superior (37ºC) – cerca de 8 horas. 
 
Resumindo, as infusões de subprodutos de couve-flor obtidas por diferentes 
tratamentos de altas pressões hidrostáticas apresentam propriedades bactericidas para 
S. Typhimurium. A temperaturas de refrigeração o tratamento por HPP continua a 
exercer um efeito positivo na potenciação das propriedades antimicrobianas destas 
amostras. Mais ainda, a pressão a que as amostras são submetidas parece ter uma 
correlação com a eficácia da sua capacidade em causar dano letal e subletal nas 
bactérias. As infusões de subprodutos de couve-flor obtidas por HPP podem surgir como 
método adicional no controlo do crescimento de patogénicos alimentares.  
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4. Quantificação do conteúdo total de polifenóis nas infusões de 
subprodutos de Couve-flor obtidas por tratamentos de HPP 
 
Usando como técnica de determinação do total de polifenóis o método de Folin-Ciocalcetau, 
descrito anteriormente no enquadramento teórico, foi desenhada uma curva de calibração 
padrão de Ácido Gálico (Figura 20) para a deteção de polifenóis totais presentes nas 
amostras de couve-flor tratadas com HPP. A partir da curva padrão de Ácido Gálico calculou-
se a respetiva equação calculada por estimativa para a quantificação de polifenóis total 
presentes nas diferentes amostras. 
 
Figura 20 - Curva de Calibração Padrão para a quantificação de polifenóis das infusões. 
Posteriormente procedeu-se à quantificação do conteúdo total de polifenóis em cada 
uma das infusões através da curva de calibração obtida, sendo os resultados expressos 
em mg de ácido gálico/L presentes nas infusões de subproduto de couve-flor 
submetidas a tratamento HPP (Tabela 8). 
 
Tabela 8 - Total de polifenóis nas amostras de infusões obtidas por diferentes tratamentos de altas pressões (200, 300, 
40 e 500 MPa – 5min). Os resultados representam a média ± desvio padrão. Os valores da média com letras diferentes 
são significativamente diferentes (p<0,05) 
Tratamento  
(MPa) 
Conteúdo de Polifenóis Total  
(mg ácido gálico / L) 
200 2244,77ª ± 77,81 
300 2319,35ª ± 318,51 
400 2938,01b ± 36,68 
500 2933,73b ± 292,00 
y = 0,0008x + 0,0887
R² = 0,9736
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Analisando os valores obtidos, o conteúdo em polifenóis é diferente entre as infusões 
de subproduto de couve-flor sujeitas aos distintos tratamentos por HPP, com um 
composição polifenólica total significativamente superior para os tratamentos de 400 e 
500 MPa do que para os tratamentos 200 e 300 MPa. 
De acordo com os resultados observados existem fortes evidências para se pensar que 
os polifenóis presentes são um dos conjuntos de compostos bioativos que pode conferir 
às infusões as respetivas propriedades antimicrobianas. Outros autores descrevem 
também uma relação direta entre a atividade antibacteriana e a composição fenólica de 
várias plantas (Kahkonen et al. 1999, Rauha et al. 2000). 
É também possível verificar que à medida que se aumenta a magnitude das pressões 
exercidas nas infusões, maior será o poder extrativo de compostos polifenólicos 
presentes nas respetivas amostras. Trabalhos realizados no mesmo âmbito apontam 
para uma correlação semelhante em infusões resultantes extratos de purés de amora e 
morango e mel hanuka  (Akhmazillah et al. 2013). 
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5. Avaliação da capacidade antioxidante nas infusões de 
subprodutos de couve-flor obtidas por tratamentos de HPP 
Na Figura 21 está representada a curva de calibração padrão com o reativo Trolox 
juntamente com a respetiva equação resultante dos valores obtidos para cada uma das 
concentrações. 
 
Figura 21 - Curva de Calibração Padrão para a determinação da capacidade antioxidante das infusões. 
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Em seguida realizaram-se os testes espetrofotométricos de forma a determinar a 
capacidade antioxidante de cada amostra, por extrapolação dos valores obtidos na curva de 
calibração aplicada. Os resultados são expressos em Equivalentes de Trolox / mL de 
amostra (Tabela 9).  
 
Tabela 9 - Capacidade antioxidante das infusões obtidas por diferentes tratamentos de altas pressões (200, 300, 400 e 
500 MPa - 5min). Os valores representam médio ± desvio-padrão. Os valores da média com diferentes letras são 
significativamente diferentes (p<0,05) 
Tratamento (MPa) 
Equivalentes de Trolox /mL de 
amostra 
200 99,06ª ± 4,89 
300 108,05ª ± 4,74 
400 86,42ª ± 4,74 
500 91,40ª ± 4,59 
 
A capacidade antioxidante está diretamente relacionada com a quantidade de compostos 
fenólicos presentes nos tecidos vegetais (Kahkonen et al. 1999). No entanto, apesar de no 
ponto anterior terem sido descritas diferenças significativas no conteúdo total de polifenóis 
conforme a pressão a que eram extraídos, não se verifica a mesma correspondência para a 
capacidade antioxidante destas infusões. Tal poderá ser explicado pela diversidade inerente 
ao perfil fenólico de cada amostra que confere um caráter antioxidante semelhante, 
independentemente da quantidade de polifenóis extraído das infusões sujeitas aos 
tratamentos de HPP distintos (200, 300, 400 e 500 MPa – 5 min). Outra hipótese que poderá 
explicar os resultados obtidos será a presença de compostos antioxidantes não fenólicos, 
como por exemplo vitamina C, bastante abundante em subprodutos da couveflor (Stojceska 
et al. 2008).
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Conclusões 
 
Todas as infusões de subprodutos de couve-flor obtidas por aplicação de diferentes tratamentos 
de HPP são caracterizadas por uma considerável capacidade bactericida frente a S. 
Typhimurium, provocando danos e morte nas células microbianas. 
A pressão ao qual a infusão é submetida influencia diretamente o conteúdo total de compostos 
bioativos, sendo que pressões superiores apresentam uma maior capacidade de extração de 
compostos bioativos. Ou seja, pressões exercidas em amostras de subprodutos de couve-flor na 
ordem dos 400 e 500 MPa, durante  5 minutos, extraem uma quantidade maior de polifenóis total 
do que pressões na ordem dos 200 e 300 MPa em igual período de tempo. 
Estes resultados distintos são igualmente detetados na capacidade antimicrobiana das infusões 
resultantes, pois observam-se diferenças significativas nos valores de b da equação de Weibull 
obtidos para a inativação de S. Typhimurium durante a sua exposição às infusões de subprodutos 
de couve-flor obtidas mediante a aplicação de diferentes tratamentos de HPP. Deste modo pode-
se constatar que a inativação do microrganismo apresenta maior velocidade quando maior a 
pressão a que a infusão preparada é sujeita. Ou seja, tratamentos de 400 e 500 MPa (5 minutos) 
induzem uma morte mais rápida do patogénico do que tratamentos de 200 e 300 MPa (5 minutos).  
A temperatura de incubação é um fator que influencia o crescimento/inativação de S. 
Typhimurium, sendo que as amostras inoculadas com infusões de couve-flor e mantidas a 
temperaturas de refrigeração morrem mais lentamente do que mantidas a temperaturas mais 
altas. 
Não foram observadas diferenças significativas na capacidade antioxidante das infusões obtidas 
por tratamentos de HPP de pressão crescente (200, 300, 400 e 500 MPa – 5min) 
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